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Riassunto 
L‟aterosclerosi è una malattia complessa, multifattoriale ed a 
carattere evolutivo  delle arterie elastiche e muscolari di grande 
e medio calibro, caratterizzata da lesioni intimali (definite 
comunemente placche) che possono essere inizialmente 
rappresentate da minute aree di ispessimento che possono però 
aumentare di estensione e dare luogo a complicanze.  
L‟aterosclerosi è ritenuta una malattia infiammatoria cronica 
(Teoria di Ross) e biomarkers circolanti di infiammazione (es. 
la Proteina C-Reattiva) sono considerati possibili indicatori 
dello stato della malattia aterosclerotica. Diversi fattori, sia 
genetici (come l‟ipercolesterolemia familiare, l‟omocistinuria, 
malattie della coagulazione) sia ambientali (dieta, fumo, 
ipertensione, malattie dismetaboliche, stress, abitudini di vita) 
hanno un importante ruolo eziopatogenetico.  
Le lesioni aterosclerotiche sono classificate morfologicamente 
come: a) Lesioni intimali non progressive (Ispessimento 
intimale adattativo e Stria lipidica/Xantoma intimale), b) 
Lesioni aterosclerotiche progressive (Ispessimento intimale 
patologico, Ateroma/Fibroateroma, Placca fibrocalcifica). 
Nell‟eziopatogenesi dell‟aterosclerosi, ha un ruolo importante 
l‟interazione tra lipoproteine modificate ed ossidate, cellule 
infiammatorie come i monocito-macrofagi ed i linfociti T, e i 
Riassunto 
9 
normali costituenti della parete arteriosa. L‟accumulo di lipidi 
nell‟intima delle arterie e la proliferazione di particolari cellule 
tra cui macrofagi, cellule muscolari lisce e fibroblasti danno 
inizio alla formazione della placca. La placca può andare 
incontro a complicanze gravi come la rottura con esposizione di 
materiale (in genere ateroma), trombosi con occlusione o sub-
occlusione, e fenomeni tromboembolici. Manifestazioni 
cliniche severe della placca aterosclerotica complicata sono 
costituite da sindromi coronariche acute (come l‟angina pectoris 
e l‟infarto miocardico acuto), accidenti cerebrovascolari (come 
l‟ictus) e l‟ipertensione nefrovascolare.  
Lo stress ossidativo svolge un ruolo modulatorio nel processo 
infiammatorio, ed occupa un ruolo rilevante nell‟aterogenesi 
rappresentato dall‟ ossidazione delle lipoproteine LDL. La γ-
glutamil-transferasi (GGT) è un enzima connesso con l‟attività 
ossido-riduttiva recentemente indicato come predittore di 
rischio cardiovascolare. La GGT, localizzata sulla membrana 
plasmatica di diversi tipi cellulari, catalizza il primo passaggio 
del processo di idrolisi del glutatione (GSH) attraverso la 
scissione del legame γ-glutammilico; essa è espressa nella 
placca aterosclerotica e potrebbe avere un ruolo patogenetico 
nella progressione dell‟ aterosclerosi e nella genesi delle sue 
complicanze.  
 L‟origine dell‟attività di GGT riscontrata nelle  lesioni 
aterosclerotiche non è ancora stata chiarita: la GGT potrebbe 
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aumentare nei macrofagi delle placche oppure potrebbe 
originare dalla GGT circolante. 
Scopo del presente studio è la valutazione dell‟espressione della 
GGT sia nelle placche aterosclerotiche carotidee sia nel sangue 
di pazienti sintomatici (per accidenti cerebrovascolari come 
TIA – attacchi ischmici transitori- o ictus) o asintomatici, 
mediante metodiche biochimiche ed istologiche.  
Per tale scopo, i campioni provenienti dalle endoarteretomie 
carotidee sono stati in parte fissati in formalina ed inclusi in 
paraffina (per l‟indagine immunoistochimica e lo studio 
morfologico e classificativo delle placche) ed in parte 
criopreservati (per le valutazioni biochimiche). Negli stessi 
pazienti, un campione di sangue periferico (in provetta da 
emocromo) è stato prelevato per la valutazione dei livelli 
circolanti di GGT.  
La determinazione biochimica è stata condotta operando un 
confronto tra la GGT serica e quella contenuta all‟interno della 
placca mediante cromatografia ad esclusione molecolare. La 
cromatografia è un processo di analisi che si utilizza per 
separare sostanze aventi elevato peso molecolare, soprattutto 
proteine e macromolecole. I risultati relativi alle analisi del 
plasma hanno dimostrato la presenza di 4 picchi: 
-  b-GGT: vol.eluizione 2,33 ± 0.03 ml, attività 5.57 ± 7.97 
U/L. 
-m-GGT: vol. eluizione 16,56 ± 0.36 ml, attività 1.17 ± 1.11 
U/L.
Riassunto 
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-s-GGT: vol. eluizione 20.90 ± 0.29 ml, attività 16.81 ± 23.04 
U/L.  
-f-GGT: vol. eluizione 23,14 ± 0.08 ml, attività 13.38 ± 5.85 
U/L. 
 
I risultati relativi alle analisi del sovranatante dell‟ omogenato 
delle placche hanno evidenziato la presenza di un solo picco 
con volume di eluizione di 12.24±0.03 mL (11.0–14.0 ml) e  
attività GGT 3,16 ± 2,77 U/L, corrispondente alla b-GGT del 
plasma (vol el. 12,33 ± 0.03 ml), e la presenza di una seconda 
attività di GGT che eluisce tra 14.0 e 25.0 ml, senza 
determinare un picco definito con attività GGT 5,95 ± 4,28 
U/L. 
Il confronto dei valori di attività della b-GGT della placca e 
delle frazioni plasmatiche di GGT non ha evidenziato alcuna 
correlazione lineare. 
Inoltre, tramite cromatografia a esclusione molecolare è stato 
determinato il contenuto di colesterolo nella placche. Il 
confronto tra il contenuto di colesterolo e l‟attività di b-GGT 
nelle placche ha evidenziato una elevata correlazione lineare. 
La valutazione immunoistochimica, mediante metodica di 
immunoperossidasi indiretta, utilizzando anticorpi anti-GGT, 
CD68 (per i macrofagi), CD3 (per i T-linfociti) e CD31 (per le 
cellule endoteliali), ha messo in evidenza che: 
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-la GGT risulta localizzata soprattutto nelle placche 
ateromasiche e fibro-ateromasiche. 
-la localizzazione era nel citoplasma di cellule schiumose 
(macrofagi) e di cellule endoteliali e nel gruel ateromasico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
13 
Abstract 
Atherosclerosis is a complex and multi-factorial disease 
characterized by intimal lesions of elastic and muscular arteries, 
commonly called plaques. 
The interaction between modified and oxidized lipoproteins, 
inflammatory cells such as monocytes-macrophages and T 
lymphocytes, and the normal constituents of the arterial wall, 
has an important role in the etiopathogenesis of atherosclerosis.  
The gamma-glutamyltransferase (GGT),  an enzyme  associated 
with redox activity, has recently been indicated as a predictor of 
cardiovascular risk. The GGT is expressed in atherosclerotic 
plaque and may have a pathogenic role in the progression of 
atherosclerosis and its complications.  
The origin of GGT activity found in atherosclerotic lesions has 
not yet been clarified. The expression of GGT could be increase 
in macrophages of the intima that normally show low levels of 
GGT activity. Alternatively, the activity of GGT observed in 
atherosclerotic plaques may originate from circulating GGT.  
The aim of this thesis is to evaluate the expression of GGT in 
carotid atherosclerotic plaques of symptomatic (coming from 
cerebrovascular accidents such as TIA - transient-ischemic 
attack or stroke) or asymptomatic patients.   
Biochemical methods were used to correlate plasmatic and 
plaque GGT activity. The molecular exclusion chromatography 
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was used to analysed GGT levels in the patients group. The 
analysis of plasma showed 4 peaks of plasmatic GGT (b-GGT; 
m-GGT; s-GGT; f-GGT).  The analysis of plaque homogenate 
supernatant evidenced the presence of a peak that may 
correspond to the plasmatic GGT (b-GGT), and the presence of 
a second activity of GGT, determining a not well defined peak.  
No linear correlation between the plaque b-GGT activity and 
the plasmatic fractions of GGT. Moreover, the levels of 
cholesterol was investigated in the atherosclerotic plaques by 
molecular exclusion chromatography. A linear correlation was 
found between the cholesterol levels and the b-GGT activity in 
the plaque. 
Histopathologic methods and in particular 
immunohistochemistry, were then used to evaluate the presence 
of GGT in the atherosclerotic plaques of the same patients. In 
addition, monoclonal antibodies against CD68 and CD3 
antigens were used to evaluate the presence of inflammatory 
infiltrates in the plaque. Results showed that the GGT is located 
especially in the atheromatous plaque. Moreover, the GGT 
accumulates in the cytoplasm of the foam macrophages, but it 
was also shown in the atheromatous “gruel”. 
Immunohistochemistry results may be quantified in the future 
by the morphometric analysis, we have already settled down.
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Abbreviazioni 
 
 
AMC                             7-Amino 4-Metilcumarina 
 
γ-GluAMC                     γ-glutammil 7-Amino 4-Metilcumarina 
 
GSH                              Glutatione ridotto 
 
GGT                              Gamma-glutammiltransferasi 
 
GlyGly                           GlicilGlicina 
 
HDL                               Lipoproteine ad alta densità 
 
LDL                                Lipoproteine a bassa densità 
  
VLDL                             Lipoproteine a densità molto bassa 
 
DAB                               3,3 diaminobenzidina 
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Capitolo  1 
Introduzione 
1.1 Definizione aterosclerosi. 
 
L‟aterosclerosi consiste nella formazione di placche 
fibrolipidiche (ateromi) nella parete delle arterie di 
grande/medio calibro. Queste lesioni sono estremamente 
comuni nei soggetti adulti, nella loro storia naturale hanno 
un‟evoluzione lenta con una fase iniziale di danno endoteliale, 
quindi accumulo di lipidi ossidati ed infiltrazione cellulare 
dell‟intima, oltre ad una possibile evoluzione (più o meno 
stabile) fibro-sclerotica. La formazione di un core ateromasico, 
dove si accumulano lipidi ossidati insieme ad elementi cellulari 
di natura fagocitaria, e la formazione, da parte di elementi 
cellulari proliferanti, di una guaina fibrosa o fibromuscolare 
determina il cosiddetto fibroateroma. L‟aterosclerosi può essere 
definita una malattia infiammatoria cronica della parete 
arteriosa: a partire dall‟ evento iniziale che sembra essere 
1. Introduzione 
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rappresentato da una disfunzione dell‟ endotelio, si innesca un 
processo infiammatorio accompagnato e sostenuto da una 
risposta immunitaria come dimostrato da diversi studi[1]. 
Considerando l‟ importanza di questi fenomeni nel processo 
aterosclerotico, si è ipotizzato il possibile coinvolgimento di 
diversi agenti infettivi nel determinare l‟inizio e l‟ evoluzione 
delle lesioni aterosclerotiche[2]. L‟ infezione, infatti, potrebbe 
avviare una risposta infiammatoria in grado di mantenersi nel 
tempo, come dimostrato per quei microorganismi capaci di 
persistere allo stato latente in diverse cellule dell‟organismo, o 
scatenare una risposta autoimmunitaria attraverso meccanismi 
di mimetismo molecolare per la somiglianza antigenica tra gli 
epitopi dell‟ agente infettivo e antigeni tissutali[2,3]. Tra i 
patogeni maggiormente studiati sono la Clamidophila 
pneumoniae[4], i virus erpetici, in particolare Cytomegalovirus 
umano (CMV),[5] e i patogeni parodontali[6,7]. Fino a oggi, 
tuttavia mancano dati certi e statisticamente validi per sostenere 
il ruolo di questi agenti infettivi nell‟ eziologia della malattia 
aterosclerotica.  
La malattia aterosclerotica si localizza preferenzialmente in 
alcuni distretti circolatori, con manifestazioni cliniche differenti 
a seconda del letto vascolare colpito, ed in siti preferenziali 
come la biforcazione/ ramificazione dei vasi, dove si creano le 
condizioni favorevoli all‟ aumento della turbolenza del flusso 
ematico[8]. Nel corso dei decenni, la progressiva crescita della 
lesione, dovuta sia all‟accumulo di materiale che alla 
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proliferazione reattiva di elementi cellulari, può determinare la 
protrusione della stessa nel lume vascolare con progressiva 
riduzione della perfusione sanguigna del tessuto posto a valle 
del vaso colpito, e tutto ciò con conseguenze sia morfologiche 
(atrofia/rimodellamento) che funzionali (insufficienza) sul 
tessuto progressivamente ischemizzato. Questo processo si 
manifesta con estrema lentezza, e la maggior parte degli 
individui, pur essendo portatori di numerose placche 
aterosclerotiche, non svilupperà mai, nell‟arco della vita, 
conseguenze cliniche dell'aterosclerosi. Le conseguenze più 
temibili e frequenti dell‟aterosclerosi consistono invece in 
eventi acuti, come ad esempio l‟infarto del miocardio e l‟ictus 
cerebrale, che conseguono all‟improvvisa ostruzione del flusso 
sanguigno nel vaso affetto dall‟ateroma, ma ciò avviene a causa 
di eventi trombotico/emorragici, in gran parte indipendenti 
dalle dimensioni della lesione. Nel follow-up di pazienti affetti 
da aterosclerosi, un‟attenzione particolare viene quindi dedicata 
proprio alla identificazione dei soggetti con un alto rischio di 
sviluppare questo tipo di eventi acuti, potenzialmente fatali. 
Poiché tali eventi interessano una piccola proporzione della 
totalità dei portatori di lesioni aterosclerotiche (che invece 
rappresentano virtualmente tutti gli adulti), poter identificare 
con sicurezza i pazienti suscettibili di andare incontro ad eventi 
acuti permetterebbe di focalizzare su di loro la massima 
attenzione, con migliori risultati clinici, evitando a tutti gli altri 
sofferenze inutili, e con un considerevole risparmio sia in 
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termini umani che economici. Il determinarsi delle conseguenze 
cliniche individuali della malattia aterosclerotica dipende dalla 
evoluzione strutturale di singole e specifiche lesioni, e quindi 
da eventi biochimici e molecolari che accadono all‟interno di 
esse. Nel caso delle conseguenze croniche prevalgono aspetti 
proliferativi/iperplastici, tali che la lesione protrude 
progressivamente nel vaso riducendone il lume; nel caso delle 
evenienze acute, placche (anche non ostruenti) vanno incontro 
ad un‟alterazione strutturale tale che la lesione vede 
assottigliarsi (o non riesce a produrre) il cappuccio fibroso 
(placca instabile). La fessurazione o l‟ulcerazione (cioè la 
perdita del rivestimento endoteliale) della placca permettono il 
contatto tra il contenuto della lesione, altamente procoagulante, 
ed il sangue, con innesco dei processi emostatico-coagulativi e 
trombosi del vaso. In questa fase la placca instabile può 
annunciarsi con sindromi cliniche caratteristiche (angina 
instabile, attacchi ischemici transitori) che preludono agli eventi 
di maggior gravità. Anche se negli ultimi anni sono stati 
compiuti grandi passi nella comprensione dei meccanismi di 
sviluppo dell‟ aterosclerosi e delle sindromi cliniche ad essa 
collegate attraverso la ricerca in campo clinico-patologico, lo 
sviluppo di modelli animali e cellulari e il progresso nelle 
tecniche di biologia molecolare, alcuni aspetti rimangono 
ancora da chiarire. Il ruolo dei fattori di rischio tradizionali 
(familiarità, ipertensione arteriosa, dislipidemia, fumo di 
sigaretta, obesità, insulino-resistenza e diabete mellito) è stato 
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ormai accertato dai risultati di diversi studi epidemiologici di 
grosse proporzioni, ma l‟ assenza di tali fattori non protegge 
completamente dallo sviluppo della malattia. Allo studio è 
quindi l‟individuazione di nuovi possibili fattori e markers di 
rischio cardiovascolare[9]. 
 
Morfologia della Placca Aterosclerotica 
Fasi iniziali:  i primi segni di aterosclerosi si manifestano con 
accumuli di lipidi, le strie lipidiche (fatty streaks). Queste 
lesioni compaiono anche in età molto giovanile. Sono formate 
da macrofagi ricchi di lipidi al di sotto dello strato endoteliale 
(figura1.1) 
 
 
 
 
Figura 1.1: Rappresentazione schematica delle prime fasi del danno 
aterosclerotico alla parete. Le cellule endoteliali attivate da stimoli diversi, 
come LDL ossidate, esprimono sulla loro superficie molecole di adesione per 
i monociti. Questi aderiscono alla parete, si infiltrano nel sottoendotelio e 
fagocitano LDL modificate diventando cellule schiumose. I monociti 
liberano fattori di crescita e di richiamo per le cellule muscolari lisce. Parte 
del colesterolo viene trasportato fuori dalle cellule e legato alle HDL che 
provvedono a riportarlo nel plasma. 
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Una delle cause scatenanti più importanti di questo fenomeno è 
l‟ ossidazione della componente lipidica delle LDL (definite 
come oxLDL). L‟ ossidazione può essere minima (minimally 
oxydized LDL, mmLDL) e non tale da inibire il riconoscimento 
da parte del recettore per le LDL. Al contrario l‟ ossidazione 
può essere molto estesa, la apoA viene frammentata e i suoi 
residui di lisina sono modificati in maniera covalente con i 
prodotti reattivi dei lipidi ossidati. Queste particelle ossidate 
delle LDL non vengono più riconosciute dal recettore delle 
LDL ma piuttosto da altri recettori detti neutralizzanti o 
“scavenger” presenti sui macrofagi e sulle cellule muscolari 
lisce della media. 
Non è chiaro dove e quando le LDL si ossidano. Nel plasma le 
LDL sono protette da ossidazione ma nel momento in cui per 
un minimo aumento di permeabilità vascolare si infiltrano e si 
legano alle proteine della matrice vengono modificate ed 
ossidate per azione delle cellule endoteliali e dei macrofagi. Le 
mmLDL e le oxLDL possono quindi esercitare una serie di 
attività proinfiammatorie e protrombotiche  che portano prima 
all‟ instaurarsi e poi all‟ estensione del danno [10]. 
In particolare componenti delle oxLDL aumentano l‟ 
espressione di molecole di adesione per i monociti sulla 
superficie endoteliale (quali ICAM-1, intercellular adhesion 
molecule 1 e VCAM-1, vascular adhesion molecule) e la 
produzione di chemochine. Questo porta a risposte comparabili 
a quelle dell‟ infiammazione cronica come l „ adesione e l‟ 
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infiltrazione dei monociti nelle zone di accumulo lipidico. 
Normalmente non ci sono infiltrati di polimorfonucleati nelle 
strie lipidiche nonostante alcune delle molecole di adesione 
siano selettive anche per essi. Le ragioni della loro esclusione 
non sono completamente chiare [10]. Come spesso succede in 
patologia il meccanismo che causa la malattia è inizialmente 
difensivo. L‟ infiltrazione dei monociti ha il ruolo di eliminare 
le oxLDL prima che i loro prodotti possano danneggiare la 
parete vascolare. Tuttavia quando l‟ accumulo dei macrofagi 
non è controllato può contribuire all‟ ulteriore progressione del 
danno. I macrofagi localizzati nella parete possono indurre il 
reclutamento delle cellule muscolari lisce dalla media. Questo 
avviene attraverso la produzione di fattori di crescita e 
chemotattici per queste cellule quali il PDGF (Platelet Derived 
Growth Factor), TGFβ (Trasforming Growth Factor β) e il 
FGF ( Fibroblast Growth Factor).  
Fasi più avanzate (fibroateroma): si ha la formazione di un core 
lipidico formato da cellule schiumose che vanno in buona parte 
incontro ad apoptosi ed accumuli lipidici delimitati da una 
capsula fibrosa più o meno spessa. La capsula è formata da 
proteine della matrice come fibronectina e collagene. I 
macrofagi fagocitano le oxLDL caricandosi di lipidi e 
trasformandosi in cellule schiumose (foam cells). Questo 
processo è mediato essenzialmente dal recettore neutralizzante 
o scavenger e dal CD36. Dopo la fagocitosi il colesterolo 
contenuto nei lipidi può essere esterificato e accumulato sotto 
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forma di inclusi lipidici che conferiscono alle cellule il tipico 
aspetto schiumoso. I macrofagi però, hanno anche dei 
meccanismi che mediano la fuoriuscita del colesterolo, 
passaggio importante per evitare un suo accumulo eccessivo. 
Uno dei meccanismi più importanti è attraverso le HDL (high 
density lipoproteins). Il colesterolo esce dalle cellule attraverso 
trasportatori di membrana, viene poi legato dalle HDL e 
riportato in circolo. 
Come accennato sopra, i macrofagi contribuiscono alla 
migrazione delle cellule muscolari lisce nell‟ intima e negli 
strati sottoendoteliali. Questo fenomeno caratterizza le fasi più 
avanzate della placca aterosclerotica. Le cellule muscolari lisce 
possono proliferare, ma anche legare e internalizzare le oxLDL 
attraverso il loro scavenger receptor ed in questa maniera, 
acquistare anch‟ esse le caratteristiche di cellule schiumose. 
Inoltre queste cellule producono proteine della matrice  e 
contribuiscono alla formazione del tessuto fibroso che 
caratterizza le fasi successive della placca. In questa fase nella 
placca si osserva la presenza di linfociti T attivati. Tuttavia la 
presenza dei linfociti non è essenziale all‟ instaurarsi delle 
placche ma può influire sulla loro progressione. I linfociti Th1 
producono gamma-interferone che ha effetti contrastanti sull‟ 
aterogenesi. Questi includono la capacità di ridurre l„ 
espressione del recettore scavenger sui monociti e di inibire la 
proliferazione delle cellule muscolari lisce. Tuttavia il gamma-
interferone induce la produzione di citochine infiammatorie da 
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parte dei macrofagi e  induce l‟ espressione di antigeni di 
istocompatibilità di classe II( MHCII). Questa osservazione 
indica che la risposta immune è presente durante l‟evoluzione 
della placca. La capacità dei macrofagi di presentare l‟antigene 
è relata alla presenza di anticorpi diretti contro le oxLDL o 
proteine modificate durante il processo di formazione della 
placca. Questi anticorpi possono essere misurati in circolo e 
costituiscono dei possibili marcatori di progressione della 
lesione. 
La ulcerazione e rottura della placca: se l‟aterosclerosi è un 
processo lento, la rottura della placca è invece un evento rapido 
e, nella maggior parte dei casi impredittibile. La rottura della 
placca è l‟evento più pericoloso nell‟ evoluzione dell‟ 
aterosclerosi perché è seguito dall‟ attivazione delle piastrine e 
della coagulazione e di conseguenza dalla formazione molto 
rapida di un trombo che può occludere il lume del vaso e 
causare ischemia  e necrosi dei tessuti perfusi come nel caso di 
infarto cardiaco e cerebrale. Lo spessore della capsula è 
fondamentale nel determinare la sua fragilità. Al contrario le 
dimensioni della placca non sono prognostiche della sua rottura. 
Le dimensioni del core lipidico e lo spessore della capsula sono 
determinati dall‟accumulo di cellule schiumose apoptotiche , 
dalla liberazione di lipidi e dalla produzione di enzimi litici da 
parte dei macrofagi. Inoltre, si è visto che il progredire della 
placca è favorito dalla formazione di nuovi vasi 
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(neoangiogenesi). La neovascolarizzazione della placca sembra 
essere importante 
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nell‟instaurarsi di microemorragie e nell‟indurre fragilità [10]. 
 
LESIONI INTIMALI NON 
ATEROSCLEROTICHE DESCRIZIONE TROMBOSI 
a) Ispessimento Intima 
Accunulo normale di CML in intima  senza 
lipidi o cellule schiumose Assente 
b) "Fatty streak" o Xantomi 
Intimali 
Accumulo sul versante del lume di cellule 
schiumose senza core necrotico o cap 
fibroso Assente 
LESIONI 
ATEROSCLEROTICHE 
PROGRESSIVE   
a) Ispessimento Intimale 
Patologico 
CML in matrice ricca di proteoglicani, lipidi 
extracell senza necrosi Assente 
Erosione Trombosi nel lume; placca come sopra 
Trombo murale, 
raramente occlusivo 
b) Ateroma con cap fibroso Core necrotico con cap fibroso Assente 
Erosione 
Trombo nel lume; placca come sopra; no 
continuità tra trombo e core necrotico 
Trombo murale, 
raramente occlusivo 
c) Ateroma con sottile cap 
fibroso 
Cap fibroso sottile infiltrato da macrofagi e 
linfociti con rare CML e sottostante core 
necrotico 
Assente + 
emorragia/fibrina 
intraplacca 
Rottura della placca 
Fibroateroma con interruzione del cap; 
trombo luminale comunicante con core 
necrotico 
Trombo generalmente 
occlusivo 
d) Nodulo calcifico 
Calcificazione nodulare con sottostante 
placca fibrocalcifica 
Trombo generalmente 
non occlusivo 
e) Placca fibrocalcifica 
Placca ricca di collagene con stenosi 
significativa, larghe aree calcifiche, scarsa 
flogosi, talora con   core necrotico Assente 
Tab. 1.2. Classificazione istologica lesioni aterosclerotiche 
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1.2    Ruolo dello stress ossidativo 
 
Infiammazione e trombosi sono processi chiave nella genesi 
della placca instabile[11,12,13,14]: infatti la formazione della 
stessa placca richiede l‟innesco di una serie di adattamenti al 
danno che si inquadrano all‟interno della risposta 
infiammatoria, ma l‟infiammazione stessa svolge anche un 
ruolo centrale nella genesi dell‟instabilità strutturale della 
placca e degli eventi di tipo tromboembolico che si innescano 
in corrispondenza della placca destabilizzata[15,16]. La natura 
dei messaggi chimici generati nel processo infiammatorio del 
tessuto vascolare, di tipo distruttivo (necrosi ed apoptosi di 
elementi cellulari), di tipo ricostruttivo/riparativo 
(proliferazione connettivale e genesi del cappuccio fibroso), 
differenziativo/rimodellativo (riarrangiamento del cappuccio, 
produzione e secrezione di proteasi/ antiproteasi), ma anche di 
tipo procoagulante/proaggregante sembra quindi essere il 
principale determinante degli eventi (acuti o cronici) che 
caratterizzano la successiva evoluzione della placca 
aterosclerotica. In linea con quanto detto, diversi biomarcatori 
che riflettono il procedere del processo infiammatorio hanno 
visto confermata, negli ultimi anni, la loro valenza come 
biomarcatori di instabilità della placca. Sfortunatamente è da 
tempo chiaro che l‟infiammazione è costantemente un 
fenomeno sistemico, e per questo motivo la ricerca di marcatori 
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specifici di infiammazione della placca aterosclerotica ha 
condotto all‟identificazione di una miriade di indicatori 
surrogati, variamente localizzati nello sterminato programma 
trascrizionale che si innesca con la risposta 
infiammatoria[17,18]. Tra quelli proposti vi sono sia marcatori 
infiammatori di tipo “prossimale”, quali le citochine, che 
innescano (TNFα, IL-6) o modulano (IL-10) il processo 
infiammatorio, e ne sono il vero primum movens, e marcatori 
“distali”, come le molecole di adesione (CAM), la cui 
espressione è indotta dalle citochine in numerosi tipi cellulari, 
oppure le proteine di fase acuta (come la proteina C reattiva o la 
componente sierica A dell‟amiloide), prodotte dal fegato sotto 
lo stimolo delle stesse citochine.  
Solo per fare un esempio, la proteina C reattiva (PCR), una 
pentrassina prodotta dagli epatociti, è sicuramente il più 
studiato tra i marcatori infiammatori, e risulta essere un 
predittore indipendente di eventi acuti cardiovascolari in 
soggetti asintomatici[18,19], ma anche in pazienti con angina 
instabile[17], mentre in pazienti con infarto miocardico livelli 
elevati di PCR alla dimissione si associano ad una peggiore 
prognosi a distanza[20]. In questo caso, l‟idea generale è che 
l‟infiammazione sistemica si rifletta in qualche modo ed orienti 
in senso destabilizzante gli eventi all‟interno della lesione 
critica. Inoltre nelle placche coronariche è stata dimostrata 
precedentemente una correlazione tra valori circolanti di PCR 
ed instabilità della placca [21]. Per quanto concerne i marcatori 
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emostatici, occorre considerare che anch‟essi sono in parte un 
riflesso del processo infiammatorio (molti degli elementi 
coinvolti sono anche proteine di fase acuta); diversi sono stati 
proposti come biomarcatori di placca instabile, come ad 
esempio il fibrinogeno[22] ed il dimero-D[23]. Mentre il 
fibringeno è prodotto dal fegato sotto lo stimolo delle citochine, 
il dimero-D deriva dall‟idrolisi della fibrina da parte della 
plasmina, e quindi compare a valle della coagulazione come 
conseguenza dei processi fibrinolitici, riflettendo il turnover 
della fibrina; in realtà, anche il dimero-D correla con i livelli 
circolanti di PCR e di amiloide sierica A (SAA)[22], e quindi 
anch‟esso può essere considerato un marcatore di 
infiammazione oltre che di eventi tromboembolici. I livelli 
ematici di dimero-D sono stati associati ad aumentato rischio di 
eventi cardiovascolari in soggetti asintomatici[23,24]. In uno 
studio recente, il valore dei marcatori infiammatori è stato 
studiato anche all‟interno dei pazienti con dolore toracico di 
tipo ischemico ma senza evidenza di infarto miocardico. Su di 
un totale di 626 pazienti, in un gruppo di marcatori 
infiammatori/trombotici, tra cui molecole di adesione solubili 
(molecole di adesione intracellulare - ICAM e molecole di 
adesione delle cellule vascolari - VCAM, P-selectina, 
Eselectina), PCR, interleuchina-6, fibrinogeno e dimero-D, solo 
quest‟ultimo e la P-selectina solubile hanno mostrato un valore 
predittivo indipendente per morte cardiaca o infarto del 
miocardio entro l‟anno. In questo studio altri biomarcatori di 
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infiammazione, come la PCR, non si sono dimostrati predittori 
indipendenti, confermando l‟idea che marcatori diversi possano 
avere valore prognostico nelle diverse presentazioni e fasi 
cliniche della malattia[25,26]. E‟ verosimile, quindi, che 
ciascun marcatore infiammatorio possa avere uno spettro 
temporale diverso (Fig. 1.3), indicando i marcatori della 
coagulazione, come il dimero-D o la P-selectina, la presenza di 
lesioni attive in stadio subclinico, mentre la PCR, ad esempio, 
potrebbe rappresentare un indicatore di maggior attività del 
processo infiammatorio in generale, e quindi la suscettibilità a 
sviluppare eventi acuti in uno spettro temporale più lungo[26].  
 
Figura 1.3 
Biomarcatori nella sindrome coronarica acuta .Le frecce indicano la sequenza degli eventi che 
caratterizzano la sindrome coronarica acuta. Per ogni fase sono elencati i biomarcatori che possono 
aumentare in maniera specifica.sCD40L: ligando CD40 solubile; Fbg: fibrinogeno; FFA: acidi grassi 
liberi; ICAM: molecole di adesione intercellulare; IL: interleuchina; IMA: albumina modificata 
dall‟ischemia; MMP: metallo proteinasi di matrice; MPO: mieloperossidasi; Myg: mioglobina; NT-
proBNP: N-terminale proBNP; Ox-LDL: low-density lipoprotein ossidate; PAI-1: inibitore 
dell‟attivatore del plasminogeno; PAPP-A: proteina plasmatica associata alla gravidanza; PlGF: 
fattore di crescita placentale; TF: fattore tissutale; TNF: fattore di necrosi tumorale; TNI: troponina I; 
TNT: troponina T; VCAM: molecole di adesione delle cellule vascolari; VWF: fattore di von 
Willebrand. (da Rif. 24). 
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Lo stress ossidativo svolge un ruolo non solo eziopatogenetico, 
ma anche modulatorio nel processo infiammatorio, giacché 
molte specie reattive dell‟ossigeno sono mediatori 
dell‟infiammazione o delle funzioni delle cellule infiammatorie. 
Lo stress ossidativo occupa anche un ruolo importante nella 
genesi della placca, determinandone il momento centrale, e cioè 
l‟ossidazione delle lipoproteine LDL[27], ma ciò non deve far 
pensare che il suo ruolo sia limitato semplicemente all‟innesco 
del processo infiammatorio nella parete vascolare. Sebbene un 
complesso signalling infiammatorio regoli le attività cellulari 
all‟interno della placca, anche le reazioni ossido-riduttive 
(redox) contribuiscono alla patogenesi della placca, modulando 
la proliferazione delle cellule muscolari lisce, l‟apoptosi, ed in 
generale il rimodellamento della lesione attraverso la 
regolazione delle proteasi e delle antiproteasi. Anche alcuni 
aspetti della disfunzione endoteliale (disregolazione della 
sintesi di ossido nitrico, espressione di molecole di adesione) 
sono regolate da eventi ossidativi, così come altri passaggi 
chiave della regolazione della funzione piastrinica e della 
trasduzione del segnale[27]. Per questi motivi, anche elementi 
della regolazione redox sono stati studiati come possibili 
biomarcatori di aterosclerosi e rischio collegato. Tra questi, 
numerose attività enzimatiche presenti negli elementi cellulari 
(endotelio, fagociti, cellule muscolari lisce, fibroblasti), e tra 
esse la mieloperossidasi ha ricevuto negli ultimi decenni un 
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interesse particolare. Recentemente un altro enzima connesso 
con le reazioni redox è stato utilizzato con successo come 
predittore di rischio cardiovascolare, questo enzima è la 
gamma-glutamiltransferasi (GGT). Studi condotti a partire dalla 
fine degli anni „90 hanno evidenziato un ruolo patogenetico 
della GGT nella progressione dell‟aterosclerosi e nelle sue 
complicanze[28] e la sua presenza nella placca aterosclerotica 
carotidea[29] e coronarica [30]. 
 
 
 
1.3  γ-glutammiltransferasi (GGT) 
 
Struttura e localizzazione: 
 
La γ-glutammiltransferasi (GGT) é un enzima largamente 
diffuso e conservato nel mondo vivente: nei batteri[31], nelle 
piante[32] e in tutto il Regno Animale. In particolare, nei 
mammiferi la GGT é una glicoproteina di membrana di tipo II, 
costituita da una subunitá pesante (380 amminoacidi, 55-62 
KDa) e una leggera (189 amminoacidi, 20-30 KDa) unite da 
legami non covalenti. L'inserzione dell'enzima nella membrana 
cellulare é garantito da un dominio idrofobico transmembrana 
in posizione N-terminale della catena pesante. Il dominio 
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intracellulare é costituito da quattro amminoacidi, mentre, la 
restante porzione della proteina si trova nell'ambiante 
extracellulare[33] e corrisponde alla catena leggera, quindi, 
agisce su substrati all'esterno della cellula[34]. Nei mammiferi, 
grazie a studi di immunoistochimica, é stato dimostrato che la 
GGT é situata sulla membrana di tutte le cellule ed é 
preferenzialmente localizzata nei tessuti epiteliali correlati con 
attivitá secretorie e di assorbimento[35]. Nel rene, in particolare 
sulla superficie luminale delle cellule del tubulo contorto  
prossimale, é stata osservata la piú alta attivitá di GGT mentre 
le cellule del tubulo distale e dei glomeruli ne sono prive. Nel 
fegato l'attivitá della GGT la si ritrova a livello delle cellule 
epiteliali delle vie biliari extraepatiche e dei canalicoli epatici, 
mentre, nel pancreas, la maggior attivitá si trova nelle cellule 
acinose. Presentano, inoltre, attivitá di GGT le cellule delle 
ghiandole sudoripare, delle ghiandole sottomandibolari, dei 
dotti galattofori, dell'epitelio bronchiale, dell'epididimo, delle 
vescicole seminali, e della prostata. A livello cerebrale l'attivitá 
della GGT sembra contribuire alla funzionalitá della barriera 
emato-encefalica favorendo il metabolismo dei leucotrieni e la 
detossificazione degli xenobiotici [36]. É possibile individuare  
attivitá di GGT anche sulla membrana e nei granuli 
intracitoplasmatici delle piastrine e dei granulociti e linfociti, il 
cui aumento di attivitá é considerato come un marcatore di 
differenziazione e trasformazione neoplastica[37]. L'attivitá 
della GGT é presente anche nel siero dovuta probabilmente al
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 rilascio da parte delle membrane cellulari dei parenchimi dei 
vari organi riflettendo le modificazioni quantitative della 
produzione, del rilascio e della rimozione dell'enzima 
circolante[38]. La GGT é una glicoproteina altamente 
glicosilata e, in base alla sequenza primaria, sono state 
individuate sei possibili sequenze consenso di N-glicosilazione. 
La N-glicosilazione rappresenta il 25-30% della massa totale 
della GGT ed é tessuto specifica, infatti, la GGT purificata da 
organi diversi presenta un diverso peso molecolare e, quindi, 
una diversa mobilitá elettroforetica. Per questa eterogenicitá di 
glicosilazione si puó pensare ad ”isoforme” enzimatiche per la 
GGT, mentre non sono stati individuati isoenzimi per la 
sequenza aminoacidica. 
 
 
1.3.1 Espressione genica e biosintesi della GGT: 
 
 
Nel genoma umano é presente per la GGT una famiglia 
multigenica che comprende almeno sette geni differenti [39] 
situati nel cromosoma 22 ed in particolare nella regione 
22q11.1-q11.2 nei pressi dei loci BCR (breakpoint cluster 
region ) e IG-λ [40]. Sequenze correlate, probabilmente 
pseudogeni, sono state identificate sui cromosomi  
18,19,20[41]. Tutti e sette i geni sono stati identificati in una 
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genoteca umana costituita da DNA estratto da una linea 
cellulare di fibroblasti cariotipicamente normali. Ció elimina la 
possibilitá che questi sette tipi di cloni genomici siano alleli di 
un singolo gene altamente polimorfico [39]. É stato osservato, 
dall'analisi dell'espressione genica dei sette geni, che solamente 
il gene GGT1 ha espressione ubiquitaria e dá origine ad un 
proteina completa con attivitá di gamma-glutammiltransferasi 
[42]. Questo gene comprende una sequenza di almeno 32Kb e 
presenta venti esoni, i primi sette codificano la subunitá pesante 
e l'estremitá della catena leggera, l'esone otto codifica 
l'estremitá carbossilica della subunitá pesante e l'estremitá 
amminica di quella leggera, mentre gli ultimi quattro esoni 
codificano la parte restante della subunitá leggera. É stato 
possibile, grazie a studi di traduzione in vitro, stabilire che 
mRNA di tipo I viene tradotto in un unico propeptide privo di 
attivitá catalitica. La sequenza idrofobica all'estremitá 
amminica consente alla proteina di essere traslocata nel lume 
del reticolo endoplasmatico, dove, per proteolisi, vengono 
generate le due subunitá. Una nuova super famiglia di proteine, 
raggruppate sotto il nome di “idrolasi nucleofilo N-terminale” 
(idrolasi-nNt), sono state individuate nel 1995 da Branningan e 
dai suoi collaboratori[43]. I membri di questa famiglia sono 
caratterizzati da una struttura  αββα nel core del sito catalitico, 
e, tutte le idrolasi nucleofilo N-terminale sono tradotte in un 
unico peptide, convertito ad enzima attivo per proteolisi 
autocatalitica senza perdita di amminoacidi. Questo processo 
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autocatalitico rende disponibile l'amminoacido nucleofilo N-
terminale, treonina (Thr) o serina (Ser), che catalizza l'idrolisi 
del legame amminico. Di questa superfamiglia fanno parte la 
penicillina G amilasi, il proteosoma, la glutammica PRPP 
amino transferasi (GAT), l'aspartilglucosaminidasi e l'L-
amminopeptidasi-D-Ala-esterasi/amidasi [44] e, poichè anche 
la GGT ha tutte le caratteristiche menzionate poco sopra, puó 
esserne considerata un membro [45] in quanto l'analisi 
strutturale del cristallo della GGT di E. coli e di H. pylori ha 
messo in evidenza che il core catalitico é costituito da una 
struttura αββα [46]. L'mRNA della GGT é trascritto in un unico 
polipeptide di 569 amminoacidi, da cui derivano le due 
subunitá per un processo di autoidrolisi all'interno del reticolo 
endoplasmatico[47]. Il processo autocatalitico è catalizzato 
dall'aminoacido Thr che forma la nuova estremitá N-terminale 
della subunitá leggera e rappresenta l'aminoacido che favorisce 
la scissione del legame ammidico situato tra il gruppo 
carbossile in posizione  dell'acido glutamminico e un'ammina 
[48]. 
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1.3.2 Meccanismo d'azione della GGT e principali 
substrati fisiologici 
 
La GGT in specifico catalizza la scissione del legame γ-
glutammilico tra il gruppo carbossile in posizione gamma  
dell'acido glutammico e un'ammina e il successivo 
trasferimento dell'acido glutammico su un accettore (figura 
1.4). La reazione catalizzata dalla GGT segue un meccanismo 
definito a ping-pong [49]: nello stadio di acilazione il gruppo  
γ-glutammilico della molecola substrato é trasferito sul gruppo 
OH della Thr N-terminale della catena leggera ed é liberata 
l'ammina. L'intermedio acil-enzima lega una molecola accettore 
e, in seguito, nel successivo stadio di deacilazione, l'acido 
glutammico é trasferito sul gruppo amminico dell'accettore con 
la formazione di un nuovo legame-glutammilico. Questo 
processo rappresenta un reazione di transpeptidazione. In 
mancanza di un accettore l'acil-enzima puó reagire anche con 
una molecola di acqua con la liberazione di acido glutammico 
con una reazione di idrolisi. In questo genere di reazione la 
GGT é molto specifica per il tipo di legame quanto é aspecifica 
per il substrato, questo perchè solo la posizione  γ-glutammilica 
é critica per il legame con l'enzima GGT; tutti i  γ-
glutammilcomposti sono quindi possibili substrati per la GGT. I 
principali substrati fisiologici della GGT sono il glutatione o γ-
glutammilcisteinglicina (GSH), il leucotriene C4 (coniugato del 
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GSH), i coniugati del glutatione prodotti dalla GSH-transferasi 
e il nitrosoglutatione. La GGT riconosce solo gli L-
amminoacidi (Cis, Met, Gln, Glu) o i dipeptidi 
amminoacilglicina come molecola accettore. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.3 Funzioni fisiologiche della GGT: 
 
L'enzima GGT risulta essere coinvolto in diverse funzioni 
fisiologiche e in alcuni casi queste funzioni risulteranno essere 
contrapposte come per la duplice azione anti-ossidante e pro-
ossidante. 
Ruolo antiossidante: sintesi del glutatione 
   
 Il mantenimento della concentrazione intracellulare del 
glutatione (γ-glutammilcistenilglicina, GSH) é fondamentale 
per la sopravvivenza delle cellule [50] poichè il GSH ha molte 
Fig 1.4. Reazione catalizzata dalla GGT [52]. 
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funzioni biologiche importanti, tra cui: la coniugazione di 
composti elettrofili, il mantenimento dello stato redox 
dell'ambiente intracellulare attraverso reazioni di interscambio 
tiolico e azione scavenger dei radicali liberi.  
É inoltre cofattore di enzimi con funzione anti-ossidante 
(GSH-perossidasi, deidroascorbato reduttasi GSH-
dipendente). Il glutatione è un tripeptide ubiquitario presente 
in molte piante, microrganismi e in tutti i tessuti dei 
mammiferi. Composto da acido glutammico, cisteina e glicina 
(γ-glutamilcisteinilglicina), presenta la particolare 
caratteristica di avere i residui di acido glutammico e di 
cisteina uniti non da un normale legame peptidico, ma da un 
legame γ-glutammilico: è infatti il gruppo carbossilico (-
COOH) sul carbonio γ dell‟acido glutammico ad essere legato 
al gruppo amminico (-NH2) sul carbonio α della cisteina (Fig 
1.5). 
 
 
 
 
 
 Fig. 1.5 Rappresentazione 
della struttura del 
glutatione (γ-
glutammilcisteinilglicina). 
La freccia indica il legame γ-
glutammilico. Il GSH 
rappresenta circa l‟80% dei tioli 
non proteici a basso peso 
molecolare presenti nella 
cellula ed è distribuito in tre 
compartimenti: il 90% circa è 
dislocato a livello citosolico, il 
10% nei mitocondri e una 
residua percentuale nel reticolo 
endoplasmatico. 
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La concentrazione intracellulare di glutatione dipende 
dall'equilibrio che si viene a creare tra la sua sintesi, regolata 
dall'apporto di amminoacidi costituenti, e il suo consumo. La 
GGT é l'unico enzima che puó dare inizio alla degradazione del 
glutatione extracellulare permettendo la captazione da parte 
della cellula degli amminoacidi che lo costituiscono. L'enzima 
GGT trasporta il gruppo glutamminico del glutatione su 
accettori amminoacidici o dipeptidi. In questa fase, i γ-
glutammil-amminoacidi e i γ–glutammildipeptidi sono 
trasportati all'interno della cellula, dove diventano substrato 
dell'enzima γ-glutammil-ciclotransferasi che li divide nei 
corrispondenti amminoacidi e in 5-oxoprolina, la quale puó 
essere trasformata in glutammato e utilizzata per la sintesi del 
glutatione intracellulare. La reazione catalizzata dall'enzima 
GGT permette la liberazione del dipeptide cistenilglicina (Cys-
Gly) che viene idrolizzato dalle peptidasi di membrana a 
cisteina (Cys) e glicina (Gly), le quali possono essere usate per 
la sintesi del glutatione dopo essere state trasportate all' interno 
delle cellule[51]. 
Il GSH è uno degli agenti riducenti più importanti ed è inoltre 
cofattore degli enzimi coinvolti nel metabolismo dell‟acqua 
ossigenata, di perossidi organici e di radicali liberi. Poiché la 
GGT dà inizio alla degradazione del GSH extracellulare 
rendendo possibile la successiva captazione degli amminoacidi 
che lo compongono da parte della cellula (ciclo del γ-
glutammile), viene considerata un enzima ancillare dei sistemi 
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antiossidanti basati sul GSH; da questo punto di vista l‟enzima 
potrebbe avere un ruolo protettivo contro il danno ossidativo 
intracellulare [52] (Fig 1.6).  
 
 
 
 
Figura  1.6 Ciclo del γ-glutammile. 
 
Un'altra fondamentale funzione del glutatione é rappresentata 
dal trasporto della cisteina (Cys) che sarebbe altamente instabile 
nell'ambiente extracellulare poichè si auto-ossiderebbe a cistina 
(Cis), favorendo la formazione di specie reattive dell'ossigeno 
[53].La GGT permette quindi il recupero della cisteina 
degradando il glutatione a CysGly. La cistina, inoltre, é 
l'accettore piú efficace della reazione di transpeptidazione, ma 
anche il tripeptide γ-GluCis contribuisce al recupero della
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 cisteina. La cisteina é un substrato limitante sia per la sintesi 
proteica che per la sintesi del glutatione in quanto é uno degli 
amminoacidi essenziali [54]. La GGT agisce insieme ad altri 
enzimi di membrana capaci di idrolizzare il legame peptidico 
della CysGly nella funzione di recupero degli amminoacidi, che 
costituiscono il glutatione, o nella funzione di utilizzo dello 
stesso come sorgente di Cisteina. Le dipeptidasi coinvolte sono 
probabilmente l'Amminopetidasi-N (ApN, CD13) e la 
“Membrane Bound Dipeptidase” (MBD). L'enzima ApN é 
specifica per la forma ridotta di CysGly, che é, invece, un 
inibitore della MBD, per la quale é un ottimo substrato la forma 
ossidata cistinil-bis-glicina [55]. A causa dell'alta reattivitá del 
tiolo della CysGly é possibile che questa si ossidi velocemente 
a livello extracellulare, quindi la MBD potrebbe avere un ruolo 
importante nel metabolismo del glutatione. La coespressione 
tissutale della MBD e della GGT é stata studiata solo nel 
topo[56]: alti livelli di attività di entrambi gli enzimi sono stati 
individuati nell'epitelio del tubulo renale e dell'intestino tenue, 
mentre in altri tessuti (polmone, vescicole seminali, fegato 
fetale) l'espressione è discordante. Nel rene e nell'intestino è 
possibile che la GGT e la MBD siano coinvolte entrambe nel 
metabolismo del glutatione extracellulare, mentre in altri tessuti 
potrebbero partecipare indipendentemente ad altri processi 
metabolici. 
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 Azione pro-ossidante: 
 
 
Se da un lato abbiamo visto come la GGT permetta la sintesi 
di un importante antiossidante intracellulare, d‟altra parte 
negli ultimi anni si è sempre più indagato circa le possibili 
implicazioni pro-ossidanti che la GGT può assumere in 
particolari condizioni. Il substrato della GGT, il GSH, è un 
tripeptide le cui proprietà antiossidanti sono basate sulle 
capacità riducenti del gruppo tiolico (-SH) del residuo 
amminoacidico di cisteina. I tioli, però, specialmente nella 
loro forma dissociata di anione tiolato (R-S¯), possono cedere 
elettroni (cioè possono ridurre) cationi metallici come ferro e 
rame. Questo fenomeno innesca il trasferimento degli stessi 
elettroni dai cationi metallici all‟ossigeno molecolare, 
generando anione superossido e acqua ossigenata, i quali in 
presenza di Fe3+, libero (reazione di Fenton) o chelato 
all‟ADP (reazione di Haber-Weiss), possono generare radicali 
idrossili che insieme al radicale tiile danno inizio alle reazioni 
a catena della perossidazione lipidica, con conseguente perdita 
della struttura e della stabilità della membrana cellulare, 
nonché delle sue importanti funzioni [57], regola l‟ attività di 
proteasi e antiproteasi, modula l‟ apoptosi o la proliferazione 
in relazione alla linea cellulare e porta all‟ attivazione 
trascrizionale del fattore NFK-β (figura 1.7). 
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E‟ importante sottolineare come questi fenomeni avvengono  
almeno inizialmente sul lato esterno della membrana e quindi 
all‟esterno della cellula, e perciò non sottoposti ai meccanismi 
di difesa in essa contenuti [58].Mentre il GSH, a causa delle 
peculiari proprietà del gruppo carbossilico libero del suo 
residuo di acido glutammico, è poco propenso a ridurre cationi 
metallici, la sua idrolisi da parte della GGT determina il rilascio 
di un catabolita, la cistenilglicina, molto più reattivo ed 
estremamente efficiente nel ridurre i cationi metallici, 
innescando così la produzione di radicali liberi e specie reattive 
dell‟ossigeno. L‟azione proossidante della GGT è legata alla 
presenza di metalli redox attivi nell‟ambiente extracellulare, 
cosa che in vivo è fortemente prevenuta grazie alla formazione 
di complessi quali ferritina, transferrina e ceruloplasmina che 
Figura 1.7. Catabolismo GGT-dipendente del glutatione (GSH) extracellulare: 
1- recupero degli amminoacidi precursori per la sintesi del GSH intracellulare 
2- potenziali reazioni pro-ossidanti nell‟ambiente extracellulare 
1. Introduzione 
44 
 
non permettono ai metalli di catalizzare reazioni con radicali 
liberi. A tal proposito è interessante osservare che l‟attività di 
GGT è in grado di ridurre e di promuovere il rilascio degli ioni 
ferro legati alla transferrina [59] e che l‟azione proossidante è 
stata osservata anche in presenza di cerulo plasmina[60], 
ovvero due sorgenti fisiologiche di ioni di metalli di 
transizione. Inoltre il rilascio di ioni ferro dalle loro forme di 
immagazzinamento è stato osservato in molte condizioni 
fisiopatologiche, un processo questo che potrebbe rendere i 
metalli disponibili per promuovere l‟azione proossidante della 
GGT[61]. E‟ stato anche osservato che l‟attività di GGT poteva 
promuovere l‟ossidazione GSH-Fe dipendente delle 
lipoproteine a bassa densità (LDL) umane isolate promuovendo 
un processo che si ritiene essere fondamentale nella formazione 
della placca aterosclerotica e del danno vascolare [62]. 
 
 
1.3.4  GGT nella placca aterosclerotica :  
  
Il ruolo patogenetico della GGT nella progressione 
dell‟aterosclerosi e nelle sue complicanze è confermato da studi 
istochimici che hanno dimostrato la sua presenza nella placca 
aterosclerotica carotidea  coronarica, in studi autoptici e da 
endarteriectomia chirurgica . La GGT è evidenziabile nella
Figura 1.8 
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anche sulla superficie della placca, in corrispondenza di 
microtrombi piastrinici [63] (fig 1.8). 
Nella placca aterosclerotica è presente GSH, substrato 
dell'enzima GGT [64]; inoltre sono stati individuati depositi di 
ferro co-localizzati con i ceroidi, complessi insolubili di 
proteine e lipidi ossidati presenti sia all'interno che all'esterno 
delle cellule schiumose ed anche ferro redox attivo [65,66]; 
nelle placche aterosclerotiche è descritto anche un accumulo di 
ferritina, ulteriore possibile fonte di Fe(III) per la GGT 
[67,68,69]. In questo contesto potrebbero essere favorite le 
reazioni pro-ossidanti conseguenti all'attività di GGT. Come già 
descritto precedentemente, la CysGly, prodotto della reazione 
catalizzata dalla GGT, riduce il Fe(III) generando 
simultaneamente il corrispondente radicale tiile, che può 
Figura 8: Emdin et al., Stroke  
2002. 20022002 
 
Figura 1.8 GGT evidenziabile nella forma cataliticamente attiva 
colocalizzata con cellule schiumose e con lipoproteine a bassa densità. 
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formare ponti disolfuro con le proteine presenti, e Fe(II), che 
porta alla successiva formazione di anione superossido e H2O2 
[70]. L'analisi dei tioli a basso PM in estratti acidi di placca ha 
messo in evidenza la presenza, oltre al GSH, di CysGly libera 
che indica l'effettiva presenza di GGT attiva nella placca e di 
CysGly legata alle proteine, che è considerata un marcatore 
biochimico delle avvenute reazioni pro ossidanti dipendenti 
dall'attività di GGT [70,71]. Lo stress ossidativo indotto dalla 
GGT potrebbe contribuire alla progressione e destabilizzazione 
della placca aterosclerotica favorendo l'ossidazione delle LDL 
[72], ma anche modulando l'attività delle metalloproteinasi, la 
proliferazione ed apoptosi degli elementi cellulari, 
l'aggregazione piastrinica e la trombosi [63]. 
Riguardo l'origine della GGT nella placca possono essere prese 
in considerazione due fonti: una endogena a carico degli 
elementi cellulari della placca (cellule infiammatorie e 
muscolari lisce), ipotesi supportata dalla presenza di mRNA per 
la GGT [64], e una esogena, ipotesi supportata, a sua volta, 
dalla constatazione che la GGT sierica sembra essere 
trasportata da lipoproteine, incluse le LDL [73,74,75]. Uno 
studio preliminare di caratterizzazione della GGT estratta da 
placche aterosclerotiche ha dimostrato la presenza in queste 
ultime di due forme enzimatiche distinte per dimensione, carica 
superficiale e precipitabilità con acido fosfotungstico; la forma 
a maggior PM (simile a quello dei complessi sierici tra GGT e 
LDL), a maggiore carica negativa (più acido sialico presente) e 
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precipitabile con polianioni (nelle condizioni delle LDL 
sieriche) potrebbe avere origine sierica [64]. 
 
 1.3.5 La GGT sierica 
 
 
L'enzima GGT puó essere determinato in maniera quasi 
indifferente nel plasma, con l'utilizzo di anticoagulante 
eparina o litio eparina e nel siero, anche se il campione 
preferito é il siero. Nel sangue a temperatura ambiente 
l'enzima é poco stabile e si osservano abbassamenti 
significativi nell'arco della giornata, mentre nel plasma e nel 
siero l'enzima é stabile per anni a -20 C e per circa una 
settimana a 4-8 C oppure a 20-25 C [76]. Numerose variabili 
pre-analitiche di tipo biologico sono in grado di causare 
variazioni della concentrazione di attivitá catalitica 
dell'enzima nel sangue interferendo con i valori misurabili 
della GGT. Alcune possibili variabili sono rappresentate da 
etá, genere, gravidanza, parto, etnia, fumo di sigaretta e uso di 
contraccettivi orali. La misura dell'attivitá sierica della GGT 
viene effettuata con un semplice test di laboratorio che 
utilizza, come substrato, la gamma-glutamil-p-nitroanilide ed 
é considerato il marcatore piú sensibile nella diagnosi di 
colestasi e di steatosi epatica indotte, anche, da farmaci o da 
alcool. L'aumento della GGT sierica puó essere riscontata 
anche in persone con epatopatia cronica, dovuta ad infezione 
con HCV. In questo caso puó rappresentare un indice 
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prognostico sfavorevole di risposta al trattamento con 
interferone[77]. Nonostante la sensibilitá del test, l'uso 
diagnostico della GGT sierica é limitato quindi dalla bassa 
specificitá. La GGT sierica puó essere suddivisa in due 
frazioni, una idrofilica ed una idrofobica con caratteristiche 
diverse per densitá, dimensione e carica. La frazione 
idrofobica, a sua volta, é formata da un insieme di complessi 
molecolari, costituiti con probabilitá da GGT trasportata dalle 
lipoproteine sieriche VLDL, LDL, HDL, e chilomicroni, 
grazie al dominio lipofilico, situato all'estremitá N-terminale 
della catena pesante della GGT, responsabile della normale 
inserzione dell'enzima nella membrana plasmatica. La forma 
idrofilica sarebbe, invece, costituita da GGT priva del peptide 
lipofilico N-terminale, quindi non legata ad alcun trasportatore 
plasmatico. La parte idrofilica rappresenta circa il 60-70% 
dell'attivitá totale in soggetti normali, mentre solo il 15-30% 
in pazienti con patologie epatiche, in cui si osserva un marcato 
aumento della componente idrofobica, probabilmente 
costituita da enzima associato alle lipoproteine 
plasmatiche[78]. La relazione tra l'enzima GGT e le 
lipoproteine é stata studiata particolarmente nel siero di 
pazienti con patologie epatiche[79], in cui il 60-80% 
dell'attivitá totale dell'enzima risulta essere idrofobica. In 
questi studi la GGT sierica é stata sottoposta a cromatografia 
per esclusione molecolare, che ha consentito di separare tre 
picchi di attivitá: il picco I di PM di circa 1000 kDa, il picco II 
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con PM compreso tra 250 e 450 kDa, il picco III 
corrispondente all'enzima libero e solubile. Successive 
indagini hanno permesso di stabilire che nel picco I veniva 
eluita attivitá di GGT associata alle VLDL e alle LDL, in 
quanto questi complessi presentavano mobilitá β in 
elettroforesi in gel di agarosio, densità < 1,060 ed erano 
precipitabili con polianioni insieme alle β-lipoproteine 
(insieme alle VLDL e LDL). Il picco II, diversamente, sembra 
essere formato da GGT associata alle lipoproteine HDL, 
infatti, l'attivitá enzimatica raccolta in questo picco presenta 
mobilitá α1α2, densitá compresa tra 1,06 e 1,22 ed era 
precipitabile con polianioni assieme alle HDL. 
 
1.3.6 Frazioni dell'enzima GGT sierico 
 
Sono stati messi a punto diversi metodi per la separazione e 
quantificazione delle frazioni circolanti dell'enzima con lo 
scopo di migliorare la specificitá della determinazione della 
GGT. Il metodo piú utilizzato per lo studio delle frazioni 
circolanti di GGT in ambito clinico, é basato sull'elettroforesi 
in acetato di cellulosa, ma, anche, su gel di agarosio e 
poliacrilammide. 
Recentemente é stato proposto un metodo alternativo di 
separazione per la determinazione delle frazioni di GGT [80]. 
La determinazione dell'attivitá delle frazioni di GGT é 
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eseguita con un sistema FPLC, utilizzando una colonna 
cromatografica ad esclusione molecolare che permette di 
separare le componenti plasmatiche solo in base alla loro 
massa molecolare per un intervallo compreso tra 5000 e 5 kDa 
é, quindi, possibile separare anche le lipoproteine dalle VLDL 
e dalle LDL. Per poter determinare in continuo l'attivitá 
dell'enzima GGT, attraverso una connessione a T, all'eluato è 
aggiunta continuativamente una soluzione contenente γ-
glutammil-7-amido-4-metilcumarina (GluAMC), substrato 
fluorescente specifico per la GGT che con la rimozione 
enzimatica del γ-glutammile, libera un prodotto fluorescente. 
Il mescolamento dell'eluato dalla colonna con il substrato 
della GGT si verifica all'interno di una spira posta in un 
bagnetto termostatico a 37 ºC. Siccome l'accettore della 
reazione di transpeptidazione é incluso nella fase mobile, la 
presenza dell'enzima é registrata per mezzo della liberazione 
del composto fluorescente amminometilcumarina (AMC) 
secondo la seguente reazione: 
 
γ       Glu       AMC + GlyGly          γ      Glu    GlyGly + AMC 
 
Il prodotto amminometilcumarina viene rilevato con l'ausilio 
di un fluorimetro operante a una lunghezza d'onda di 
eccitazione di 380 nm e di emissione di 440 nm. Le condizioni 
di reazione sono tali per cui il limite di rivelazione dell'attivitá 
é pari a 0,5 U/L e l'area sottesa ai picchi é proporzionale 
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all'attivitá di GGT. Diversamente dalle tecniche di routine, che 
consentono di valutare le frazioni di GGT solo nei soggetti 
con valori molto elevati dell'enzima, la nuova procedura 
consente lo studio della GGT in tutti i soggetti, compresi 
quelli con livelli di GGT all'interno dell'intervallo di 
riferimento. Principale svantaggio di questo metodo é il tempo 
necessario per una determinazione, 50 minuti, ma, d'altra 
parte, la rilevazione dell'enzima é piú semplice, sensibile e 
riproducibile. 
Con l'utilizzo di questo metodo é stata caratterizzata la 
distribuzione delle frazioni di GGT in 200 soggetti donatori di 
sangue (100 uomini e 100 donne) [80]. In tutto sono state 
identificate quattro frazioni chiamate big-GGT (b-GGT, 
2000kDa), medium-GGT (m-GGT, 940 kDa), small-GGT (s-
GGT, 140 kDa) e free-GGT (f-GGT, 70 kDa). I pesi 
molecolari delle frazioni b-, m-, e s-GGT sono rispettivamente 
compatibili con quelli dei complessi con le lipoproteine 
VLDL, LDL, HDL, mentre quello di f-GGT é indice di una 
forma enzimatica libera. Il peso molecolare delle singole 
frazioni é indipendente dai livelli di GGT associati ad esse e 
ció fa pensare all'esistenza di un'interazione specifica tra 
l'enzima e il trasportatore piuttosto che ad un adsorbimento 
casuale in circolo. Questo suggerisce una possibile secrezione 
e rimozione delle singole frazioni in maniera indipendente 
l'una dall'altra. Dall'analisi dell'andamento dell'attivitá delle 
quattro frazioni in funzione dell'attivitá totale della GGT é
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 emerso che, in entrambi i generi, la frazione f-GGT é la piú 
rappresentata a valori bassi di GGT totale, mentre l'aumento di 
questi ultimi dipende principalmente dalle frazioni s- e b-GGT 
[80]. Lo studio delle frazioni dell'enzima GGT nel siero si 
prospetta di interesse rilevante sia per un miglior utilizzo 
diagnostico e prognostico, sia per una piú chiara 
comprensione della patogenesi delle malattie associate 
all'enzima. 
 
 
1.3.7 Valore predittivo della GGT sierica   
 
La determinazione sierica dell‟attività della gamma-
glutamiltransferasi (GGT) è un test di laboratorio di basso 
costo, sensibile ed accurato, frequentemente utilizzato, 
comunemente considerato come indice di disfunzione 
epatobiliare e di abuso di alcool, con specificità peraltro 
modesta: è esperienza di ogni medico il riscontro di individui 
che non presentano nessuna patologia epatica apprezzabile, 
pur presentando livelli elevati di GGT. Alcuni studi condotti 
hanno evidenziato un ruolo patogenetico della GGT nella 
progressione dell‟aterosclerosi e nelle sue complicanze e la 
sua presenza nella placca aterosclerotica carotidea e 
coronarica. Tradizionalmente l'aumento della GGT sierica è 
associata alle malattie epatobiliari e all'abuso di alcool. Studi 
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recenti hanno mostrato un'importante complessitá che puó 
essere riassunta in uno schema per cui, mentre valori di GGT 
superiori alla norma sono diagnostici per danno epatico, valori 
di GGT all'interno dell'intervallo di riferimento, ma nella parte 
alta dello stesso, hanno valore predittivo nei confronti delle 
malattie cardiovascolari connesse con l'aterosclerosi [81]. Tali 
concetti sono evidenti in uno studio condotto su una coorte di 
283438 soggetti degli ospedali di Vienna[82], utilizzando 
come analisi di routine il rilevamento della GGT al momento 
del ricovero e in pazienti esterni e come metodica di screening 
nel corso dei 13 anni successivi al primo prelievo. 
Stratificando, separatamente nei due sessi, i pazienti in base ai 
livelli di GGT in: 
           
 (1)    normalmente bassi (< 9U/L per le donne e < 14U/L    
        per gli uomini),                  
 (2)    normalmente elevati (da 9 a17 U/L per le donne e da 
         14 a 2 U/L negli uomini),                                     
 (3)   moderatamente elevati (da 18 a 26 U/L per le donne e da    
         28 a  41   U/L negli uomini), 
 (4)   elevati (da 27 a 35 U/L nelle donne e da 42 a 55 U/L   
         negli uomini), 
 (5)   molto elevati > 35 nelle donne e > di 56 negli uomini 
 
si é potuto osservare che l'”hazard ratio” (HRs) per morte con 
causa patologica epatobiliare aumenta progressivamente da 1 
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nel sottogruppo 1, a 1.4 nel 2, a 3.2 nel 3, a 4.8 nel 4 e passa a 
15.1 nel 5; il rischio di mortalità per epatoma é di 1 nel 
sottogruppo 1, 1.4 nel 2, 3.1 nel 3, 5.2 nel 4 e 18.5 nel 5 
(Fig.1.9). Diversamente, il rischio di morte per patologie 
cardiovascolari aumenta solo all'interno dei valori di 
riferimento, ma non si osserva nessun incremento tre il quarto 
ed il quinto gruppo,dimostrando, quindi, che i valori 
patologici di GGT (quinto gruppo) sono associati a morte per 
patologie epatobiliari, neoplastiche e non, ma non a maggior 
rischio di morte per patologie cardiovascolari (Fig.1.10)[82]. 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.9: Livelli di attivitá sierica di GGT e rischio di mortalitá per malattie epatobiliari e per 
epatocarcinoma 
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Già da tempo era stato osservato che i livelli di GGT sierica 
correlano i modo statisticamente significativo con il rischio di 
morte in soggetti adulti, ma a causa dell‟associazione tra 
aumento dei livelli di GGT sierica ed epatopatie ed abuso di 
alcool si era supposto che l‟eccesso di mortalità associato 
all‟aumento della GGT sierica dipendesse da epatopatie o dagli 
effetti tossici o sociali dell‟abuso di alcol. In 
seguito,Wannameethe ha confermato il valore prognostico 
negativo indipendente della GGT: valori sierici più elevati, 
sebbene sempre nei limiti di riferimento ( 24 U/L), erano 
associati con un aumento significativo di mortalità per tutte le 
cause e di mortalità cardiaca, specie in pazienti con 
Figura 1.10: Livelli di attivitá sierica di GGT e rischio di mortalitá per tutte le cause 
e per cause cardiovascolari 
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un‟anamnesi di cardiopatia ischemica, suggerendo un legame 
con la malattia aterosclerotica coronarica. Solo nel 2001 un 
nostro studio prospettico sull‟arco di 6 anni condotto su 469 
pazienti con sindrome ischemica e coronaropatia aterosclerotica 
angiograficamente documentata metteva in evidenza per la 
prima volta il fatto che livelli più alti di GGT (sempre 
comunque nei limiti di riferimento, 25-40 U/L) si associavano 
ad una prognosi peggiore per morte cardiaca e infarto 
miocardico non fatale. In questo studio, la significatività di 
livelli di GGT sierica era più evidente in un sottogruppo di 
pazienti più prono alle complicanze della placca, cioè in quelli 
caratterizzati dall‟associazione di aterosclerosi coronarica 
diffusa e pregresso infarto del miocardio (circa il 36% 
dell‟intera popolazione). Il significato prognostico della GGT 
sierica era quindi connesso con l‟estensione della patologia 
coronarica suggerendo un connessione tra la GGT ed i 
meccanismi patogenetici dell‟instabilizzazione della placca, 
come indicato dal fatto che scompariva dopo la 
rivascolarizzazione per angioplastica o intervento chirurgico. 
 
1.3.8 GGT e rischio metabolico 
 
In diversi studi é stata analizzata la distribuzione della GGT in 
popolazioni di individui adulti di entrambi i sessi e sono state 
individuate le determinanti dell'attivitá sierica di GGT. 
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L'attivitá sierica dell'enzima é influenzata da diversi fattori sia 
genetici che ambientali e comportamentali tra cui etá, sesso, 
consumo di alcool, fumo, diabete di tipo 2, uso di 
contraccettivi orali, ecc.. l'attivitá della GGT  positivamente 
legata a riconosciuti fattori di rischio cardiovascolare e a 
marcatori di alterato metabolismo lipidico e glucidico: 
resistenza insulinica e diabete, indice di massa corporea 
(BMI), ipertensione e dislipidemia (trigliceridi alti e 
colesterolo HDL basso). Diabete in soggetti con alterati valori 
di glicemia e insulina o con diabete mellito di tipo 2 la GGT é 
tendenzialmente piú elevata rispetto a gruppi di controllo. In 
studi prospettici di mortalitá [83] é stata confermata 
l'associazione positiva tra GGT e diabete di tipo 2 all'ingresso 
del paziente nello studio e successivamente, in uno studio 
prospettico eseguito su giovani adulti non diabetici, é stato 
dimostrato che la GGT, per valori all'interno della 
distribuzione normale, predice l'insorgenza di diabete di tipo 2 
[84] indipendentemente dal consumo di alcol e dal BMI. La 
connessione tra l'attivitá sierica della GGT e l'insulino-
resistenza potrebbe essere rappresentata dall'epatopatia 
steatosica non alcolica (NAFLD: nonalcoholic fatty liver 
disease), condizione di sofferenza epatica caratterizzata da 
alterazione dei livelli sierici di GGT e di alanina 
amminotransferasi (ALT), da dislipidemia con aumento dei 
trigliceridi e diminuzione di colesterolo HDL, aumento del 
grasso viscerale addominale e insulino resistenza epatica 
1. Introduzione 
58 
stimata sulla base dei valori della glicemia a digiuno e di 
emoglobina glicata [85]. La stretta associazione tra NAFLD e 
la riduzione della sensibilitá all'insulina é stata confermata da 
uno studio effettuato su pazienti con NAFLD accertata 
attraverso biopsia epatica, nei quali é stato osservato anche 
una ridotta azione dell'insulina sul metabolismo glucidico e 
lipidico indipendentemente dal peso e dagli indici di 
tolleranza al glucosio. In un recente studio é stato osservato 
che la GGT sierica é associata positivamente anche con il 
contenuto lipidico intraepatico oltre che con la resistenza 
all'insulina stimata con test di tolleranza al glucosio [86]. 
Questi risultati sono a favore dell'ipotesi che l'alterazione dei 
valori dell'attivitá della GGT sierica possa rappresentare un 
precoce biomarcatore di resistenza epatica all'insulina con 
conseguente NAFLD. É emersa anche l'esistenza di un 
interazione tra i livelli di GGT e il BMI nel predire 
l'insorgenza di diabete, in quanto il rischio di ammalarsi di 
diabete aumenta progressivamente all'aumentare dei valori di 
GGT e tale associazione diviene piú forte all'aumentare del 
BMI. Quest'ultimo invece, è associato con l'insorgenza di 
diabete solo per valori di GGT oltre i 22 U/L, mediana della 
distribuzione[87].  
Un'ipotesi alternativa considera la possibilitá che l'elemento 
scatenante del diabete possa essere rappresentato dalle 
sostanze inquinanti organiche persistenti che si ritrovano nel 
tessuto adiposo aumentato per obesitá, eccessivo apporto
1. Introduzione 
59 
 calorico e ridotta attivitá fisica. Queste sostanze, a loro volta, 
sarebbero responsabili dell'aumento della GGT poiché 
quest'enzima è associato, come visto nei paragrafi precedenti, 
alle difese antiossidanti e ai sistemi di detossificazione [87].  
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Capitolo  2 
 
Scopo della tesi 
 
Studi condotti a partire dalla fine degli anni „90 hanno 
evidenziato un ruolo patogenetico della GGT nella 
progressione dell‟aterosclerosi e nelle sue complicanze e la 
sua presenza nella placca aterosclerotica carotidea e 
coronarica. Per comprendere il preciso ruolo della GGT nella 
instabilità della placca, è ancora da chiarire come i livelli di 
GGT sierica possano riflettersi su quelli di GGT all‟interno 
della placca. 
Scopo di questa tesi è stato quello di valutare dell‟espressione 
della GGT nelle placche aterosclerotiche carotidee umane, 
mediante metodiche biochimiche ed istopatologiche 
(immunoistochimica).  
In particolare: 
1.  Tramite cromatografia a esclusione molecolare ho analizzato i 
profili di eluizione delle frazioni di GGT del plasma e del 
sovranatante dell‟omogenato delle placche. Ho poi 
confrontato la b-GGT della placca e la GGT totale della placca 
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2. contro tutte le frazioni plasmatiche di GGT per valutare la 
presenza di una correlazione lineare. 
3. Ho determinato il contenuto di colesterolo nella placca  
4. Tramite indagini immunoistochimiche ho valutato la presenza 
e la localizzazione della proteina GGT nella placca. 
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 Capitolo  3 
Materiali e metodi 
 
3.1 Organizzazione progetto: 
 
• Gli esperimenti per la determinazione dell‟attività delle 
frazioni di GGT sono stati condotti su campioni di plasma e 
placca ottenuti da pazienti ricoverati presso l‟Ospedale 
Cisanello di Pisa per essere sottoposti ad endoarteriectomia. I 
pazienti sono sintomatici o asintomatici per accidenti 
cerebrovascolari come TIA, ischemici transitori, o ictus.  
• Ho raccolto 39 campioni totali di cui ho analizzato 23 casi 
(5 donne età 71±4 anni,  18 uomini età 74 ± 9 anni). Ho 
utilizzato 23 campioni per le analisi delle frazioni di GGT nel 
plasma, 23 campioni per le analisi delle frazioni di GGT nel 
sovranatante dell‟omogenato delle placche e 12 campioni per 
la determinazione del contenuto di colesterolo nell‟omogenato 
di placca.
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• Ho raccolto campioni di placca carotidea ottenuti in    
seguito a endoarteriectomia chirurgica e il campione di  
plasma corrispondente quando disponibile. 
 Ho sezionato i campioni di placca in due parti uguali e 
simili dal punto di vista qualitativo in modo tale da 
utilizzare una parte di questa per le analisi biochimiche e 
l‟ altra per le analisi istopatologiche. 
 I campioni di plasma, raccolti in presenza di EDTA come 
anticoaugulante, sono stati centrifugati a 1500xg per 15 
min a temperatura ambiente; il plasma così ottenuto è 
stato conservato a -20°C. 
- Le frazioni di placca destinate alle analisi biochimiche sono 
state lavate in una tampone fosfato di Dulbecco (pH 7.4, 
isotonico), asciugate e conservate a -20Cº. 
- Le porzioni di placca destinate alle analisi istopatologiche 
sono state    fissate in formalina ed incluse in paraffina. 
 
 
 
 
 
 
 
 64 
3.2  Indagini biochimiche 
 
3.2.1 Separazione e quantificazione delle  frazioni 
plasmatiche di GGT. 
 
La separazione e la quantificazione delle frazioni di GGT del 
plasma é effettuata tramite una cromatografia per esclusione 
molecolare, che consente di separare i complessi in base alla 
massa molecolare, associata ad una reazione post-colonna per la 
rivelazione dell'attivitá enzimatica di GGT. Prima di effettuare 
l'analisi cromatografica i campioni sono centrifugati a 3000xg 
per 3 minuti a 4ºC e il sovranatante é filtrato con un filtro in 
PVDF da 0,45 μm. Il campione cosí ottenuto é iniettato in una 
colonna cromatografica impaccata con resina Superose 6 di 
lunghezza 300 mm, diametro 10 mm e volume totale 24 ml 
(GE-Healthcare). La colonna é eluita ad una velocitá di flusso 
di 0,5 ml/min con una fase mobile costituita da tampone sodio 
fosfato 0,1 M a pH 7,4 contenente NaCl 0,2 M, EDTA 0,1 mM 
e glicilglicina (GlyGly) 5,4 mM. 
Per poter determinare in maniera continuativa l'attivitá di GGT, 
a valle della colonna, attraverso una connessione a T, é 
aggiunto un substrato sintetico specifico per l'enzima GGT, 
gamma-glutamil-7-amido-4-metilcumarina (Glu-AMC, 0,180 
mM in Tris-HCl pH 8,5), al flusso di 0,1 ml/min. La 
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miscelazione e la reazione tra l'eluato e il substrato avviene 
all'interno di una spira di reazione di circa 2,3 ml, 
corrispondenti ad un'incubazione di circa 4 minuti, immersa in 
un bagnetto termostatato alla temperatura di 37ºC (Fig. 3.2.1) 
Poiché il substrato della reazione (GlyGly) catalizzata 
dall'enzima GGT è presente nella fase mobile, é possibile 
visualizzare la presenza dell'enzima grazie al rilascio del 
composto fluorescente aminometilcumarina (AMC) secondo la 
seguente reazione: 
 
γ       Glu       AMC + GlyGly          γ      Glu    GlyGly + AMC 
 
L'AMC é rilevata tramite un fluorimetro in linea operante a una 
lunghezza d'onda di emissione di 440 nm e una di eccitazione 
di 380 nm. L'intensitá di fluorescenza del segnale e quindi l'area 
sottesa ai picchi é proporzionale all'attivitá di GGT [80]. 
La soluzione madre del substrato, γ-Glu-AMC 4,5 mM, é 
preparata in etanolo 40% v/v, contenente NaOH 0,01 N; questa 
soluzione é diluita 25 volte (concentrazione finale 0,180 mM) 
con tampone TRIS 0,25 M pH 8,5 al momento dell'utilizzo. 
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3.2.2 Quantificazione delle frazioni di GGT: 
 
L‟attività totale di GGT, espressa in U/L, è stata calcolata in 
base ad una 
curva di calibrazione ottenuta dal grafico nel quale è stata 
riportata l‟area totale (f.u. x ml) in funzione di standard ad 
attività nota di GGT (figura 3.2.2). 
 
Figura 3.2.1: Rappresentazione schematica della strumentazione per la 
separazione e quantificazione delle frazioni plasmatiche. 
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3.2.3 Profili di eluizione attività GGT plasma: 
                
    
           bGGT           mGGT           sGGT            fGGT          Totale 
 U/L      1.70              0.41                 3.18              9.24             14.45 
 
 
                              
                             
Figura 3.2.2  Retta di calibrazione GGT 
 Slope           3,354 ± 0,2103    
 
 95% CI Slope        2,685 to 4,023 
 
P value                 0,0005 
 
 
Figura 3.2.3  Profilo di eluizione del campione C05. 
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            bGGT           mGGT           sGGT            fGGT          Totale 
       U/L    5.72                 1.24               10.95             13.44           31.56 
     
     
 
 
 
 
 
                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
          bGGT           mGGT           sGGT            fGGT          Totale 
 U/L     18.22              4.06              107.25            20.79           151.57 
     
     
  
  
  
  
  
Figura 3.2.4.  Profilo di eluizione del campione C07. 
Figura 3.2.5  Profilo di eluizione del campione C46. 
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             bGGT           mGGT           sGGT            fGGT          Totale 
 
    U/L     36.86              3.16              57.40            18.77           117.77 
     
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           Figura 3.2.6  Profilo di eluizione del campione C17. 
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3.2.4 Analisi delle frazioni di GGT nel 
sovranatante delle placche 
 
 
Preparazione omogenato placche: 
 
 
 Ho pesato i campioni di placca. 
 
 Pestellamento in azoto. 
 
 Omogeneizzazione della polvere con omogeneizzatore Dounce 
in tampone fosfato di Dulbecco diluito 10 volte (ipotonico), 50 
colpi in ghiaccio; fattore di diluizione del tessuto: 5 volte 
 
 L‟omogenato è stato centrifugato a 1000g per 5 minuti. 
 
 Il sovranatante ottenuto rappresenta l‟omogenato grezzo. 
 
 L‟omogenato grezzo è stato ulteriormente centrifugato a 
10000g per 15 min, il sovranatante ottenuto rappresenta la 
porzione solubile dell‟omogenato che è stata analizzata tramite 
cromatografia a esclusione molecolare per la determinazione 
delle frazioni di GGT e del contenuto di colesterolo nella 
placca. 
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3.2.5 Profili di eluizione attività di GGT nel 
sovranatante delle placche. 
                   
 
              Solubile   bGGT           Solubile  GGT tot – Solubile bGGT 
 U/L                4.17                                                6.80 
     
     
              
 
 
 
 
              Solubile   bGGT           Solubile  GGT tot – Solubile GGT 
      
    U/L                      1.74                                                3.35
           Figura 3.2.7  Profilo di eluizione del campione C05. 
           Figura 3.2.8  Profilo di eluizione del campione C07. 
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                Solubile   bGGT            Solubile  GGT tot – SolubilGGT                                                                                                                               
      U/L                      2.62                                                8.44 
                       
 
                  Solubile   bGGT            Solubile  GGT tot – SolubileGGT                                                                                                                               
     U/L                      1.57                                                2.86 
 
 
           Figura 3.2.9  Profilo di eluizione del campione C46.. 
           Figura 3.2.10  Profilo di eluizione del campione C17. 
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La linea in nero riportata nelle Figure 3.2.7, 3.2.8, 3.2.9, 3.2.10 
mostra il segnale di autofluorescenza del plasma. Lo stesso 
campione e‟ stato iniettato nelle medesime condizioni di 
eluizione eliminando però il substrato dalla soluzione post-
colonna. Infatti, essendo il plasma ricco di proteine (soprattutto 
albumina 45 mg/ml), questa prova ha avuto lo scopo di 
evidenziare un eventuale segnale di fluorescenza dovuto al 
campione stesso (autofluorescenza). 
 
 
 
3.2.6  Determinazione del contenuto di 
colesterolo nelle placche: 
 
Tramite cromatografia a esclusione molecolare è stato 
determinato il contenuto di colesterolo nel sovranatante delle 
placche. La colonna é eluita ad una velocitá di flusso di 0,5 
ml/min e attraverso una connessione a T, é aggiunta una 
miscela di reazione per la determinazione enzimatica del 
colesterolo al flusso di 0,2 ml/min. Il reattivo contiene 
tampone, colesterolo esterasi e colesterolo ossidasi. Il 
colesterolo viene idrolizzato per azione della colesterolo 
esterasi, il colesterolo così ottenuto e il colesterolo libero 
vengono ossidati ad opera della colesterolo ossidasi e si 
produce perossido di idrogeno, quest‟ ultimo è substrato di 
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una perossidasi che libera un composto di colore rosso, con 
assorbanza a 510 nm, la cui intensità è direttamente 
proporzionale alla quantità di colesterolo (libero ed 
esterificato) presente nel campione. La miscelazione tra 
l'eluato e il reattivo avviene all'interno di una spira di reazione 
di 3,8 ml, corrispondenti ad un'incubazione di circa 5 minuti, 
immersa in un bagnetto termostatato alla temperatura di 37ºC  
(Fig. 3.2.11) 
 
          
 
 
Figura 3.2.11 Rappresentazione schematica della strumentazione per la 
determinazione del contenuto di colesterolo. 
e quanticazione delle frazioni plasmatiche. 
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3.2.7 Profilo di eluizione colesterolo nella placca 
(fig 3.2.12) 
  
Colesterolo 3.42 ± 2.71 mg/dL (min – max: 0.48 – 8.47 mg/dL)   
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3.2.8 Quantificazione del contenuto totale di 
colesterolo (mg/dl) (fig.3.2.13) 
 
 
     Slope  4,907 ± 0,2373 
  
    95% CI Slope  4,297 to 5,517 
  
     P value  < 0,0001 
Figura 3.2.12  
Figura 3.2.13   Retta di calibrazione colesterolo 
3. Materiali e Metodi 
76 
 
 
3.3 Indagini istopatologiche 
 
3.3.1 Processazione delle placche. 
 
Fissazione in formalina: 
Le aterectomie sono inviate in laboratorio fissate in formalina. 
Si raccoglie tutto il materiale a disposizione in garze a maglia 
fine e lo si pone in biocasette. Si esegue la processazione 
automatica standardizzata di 14 ore (processatore automatico 
Standard Hypercenter HP Shandon) mediante immersione in 
bagni consecutivi di etanolo a concentrazioni crescenti 
(96°,99°), xilolo, paraffina liquida  a 60°C sotto vuoto.  
Inclusione in paraffina: 
Il tessuto immerso in paraffina fusa veniva orientato in scatolini 
metallici di piccole dimensioni, quindi la paraffina circondava il 
tessuto, poi raffreddandosi si induriva,una volta eliminato lo 
scatolino o la basetta metallica si ottenevano dei blocchetti di 
paraffina ,dai quali venivano tagliate sezioni istologiche. 
 
Taglio dei campioni: 
Il taglio avveniva attraverso l‟utilizzo di microtomi rotativi per 
rendere più agevole l‟esecuzione di sezioni seriate. Il materiale
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a disposizione era solitamente di piccole dimensioni, e si 
allestivano vetrini con più sezioni seriate. Le sezioni avevano 
spessore di 3 micron. Una volta ottenuta la sezione la  si 
distendeva nel bagnetto termostatico. Successivamente le 
sezioni venivano  essiccate in stufa a 56° per  60 minuti circa.  
Sparaffinatura: 
La sparaffinatura era un procedimento atto ad assicurare che la 
paraffina, essendo non miscibile con acqua e alcool, venisse  
eliminata ed il tessuto potesse essere impregnato dal colorante. 
La sparaffinatura era rappresentata da 3 passaggi da 5 minuti in 
xilolo,3 passaggi da 5 minuti in alcool 99°,e 3 in alcool 95°.  
 
3.3.2 Colorazioni istochimiche 
 
Ematossilina-eosina: è una colorazione nucleare citoplasmatica, 
utilizza l‟ematossilina, una sostanza estratta dal legno di 
campeggio messicano, che si presenta sotto forma di cristalli 
giallo-bruni solubili in acqua ed alcool. L‟ematossilina non è un 
vero colorante, lo è il suo prodotto di ossidazione, il quale si 
ottiene aggiungendo all‟ematossilina un ossidante. 
L‟ematossilina colora i nuclei e le sostanze anioniche; abbinata 
ad un colorante acido come l‟eosina, colora anche il citoplasma 
del connettivo e delle sostanze intercellulari. 
Metodica: si portano le sezioni all‟acqua, le si immergono 
direttamente in una vaschetta di colorazione contenente 
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Ematossilina di Harris per 4-10 minuti. Si lavano le sezioni per 
circa 10 minuti in acqua corrente, e si immergono 
successivamente in eosina alcolica con un passaggio rapido. Si 
procede con la disidratazione a partire dall‟alcool 95°, e  con la 
diafanizzazione in xilolo, infine per conservare il preparato 
bisogna fissare su di esso un vetrino copri oggetto, si utilizzano 
delle preparazioni a base di resina che fungendo da collante 
fanno aderire fermamente il coprioggetto al vetrino. 
Risultati: i nuclei appaiono blu-viola (ematossilina) e il 
citoplasma di color rosa-arancio (eosina).   
Tricromica di Massoin: metodo di elezione per il tessuto 
connettivo, indicato per l‟evidenziazione dei nuclei, gameti, 
neurofibrille, neuroglia, collagene, cheratina, fibrille 
intercellulari e immagine in negativo dell‟apparato del Golgi. Il 
metodo associa  una colorazione nucleare ottenuta con 
ematossilina di Majer, una colorazione delle emazie con acido 
picrico, una colorazione citoplasmatica con coloranti acidi 
(fucsina acida-ponceau di xilidina) ed una colorazione elettiva 
del collagene ottenuta con un altro colorante acido (il verde 
luce). La differenziazione tra il connettivo e le fibre del 
muscolo liscio permette di identificare un incremento del 
tessuto connettivale. 
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Metodica: le sezioni una volta sparaffinate ed idratate, vengono 
immerse in ematossilina di Harris per 10‟.  Successivamente si 
pongono in una soluzione alcolica di HCL a 1%,fino al viraggio 
al rosso,poi in una soluzione alcolica di NH4 al 1%,fino al 
viraggio al blu. Si lava in acqua di fonte per 15‟. Si procede a 
colorare con  fucsina acida per circa 4‟, ma questo passaggio 
dipende molto dalla consistenza del campione in esame. Si 
decolora con acqua acidula e acido fosfomolibdico all‟ 1% per 
pochi secondi. Infine le sezioni vengono immerse in Verde luce 
per 30-60”. Si disidratano le sezioni attraverso  la scala 
ascendente degli alcoli e lo xilolo e si montano in resina. 
Risultati: I nuclei appaiono blu, il tessuto muscolare e quello 
epiteliale in rosso, e il tessuto connettivale in verde. 
 
3.3.3 Reazioni immunoistochimiche 
 
E‟ stata utilizzata la metodica di immunoperossidasi indiretta, 
impiegando il sistema Dako LSAB (sistema di rivelazione che 
utilizza un Complesso Avidina-Biotina). Ho utilizzato un 
anticorpo primario policlonale  specifico anti-GGT (prodotto in 
rabbit, diluizione 1:1600).   
La qualità dell‟ anticorpo primario è di considerevole 
importanza per la validità della colorazione. Numerose sono le 
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preparazioni di anticorpi disponibili per le procedure di 
immunoistochimica. La più facile da produrre, perché meno 
costosa e dunque più comune, è rappresentata dalla frazione di 
siero intero, costituita da sangue centrifugato per separare gli 
elementi cellulari. Oltre agli anticorpi specifici per l‟ antigene 
contro cui l‟ animale è stato immunizzato, essa contiene anche 
componenti ordinarie del siero come elettroliti, enzimi ed altre 
proteine, tra cui ci sono gli anticorpi normalmente prodotti dal 
sistema immunitario. Occasionalmente questi elementi possono 
interferire con l‟ immunoistochimica e causare una colorazione 
aspecifica dovuta all‟ affinità di anticorpi cross-reagenti per 
alcune componenti tissutali. Risulta quindi importante la qualità 
del siero. Poiché il solo elemento necessario per l‟ 
immunoistochimica è l‟ anticorpo primario, la rimozione delle 
altre proteine ridurrà l‟incidenza di reazioni non specifiche. Una 
soluzione contenente soltanto anticorpi diretti contro un dato 
antigene avrà una specificità molto elevata. La concentrazione 
dell‟ anticorpo primario dipende dalla quantità dell‟ antigene 
presente nel campione e dalla sensibilità del sistema di 
rivelazione. La concentrazione di anticorpo monoclonale non 
dovrebbe superare i 20 mg/dl per evitare un inaccettabile 
legame aspecifico. 
Sistema di rivelazione: i metodi di immunoistochimica 
utilizzati per localizzare l‟antigene possono essere diretti, fare
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 uso di coniugati (indiretti) o sfruttare, come nel metodo che ho 
utilizzato per le mie analisi, l‟ affinità tra avidina e biotina. 
Questa tecnica rappresenta uno dei più recenti sviluppi nella 
colorazione in immunoistochimica; questo metodo è basato 
sulla capacità della glicoproteina del bianco d‟ uovo, l‟avidina, 
di legare in maniera non immunologica quattro molecole della 
vitamina biotina. Vengono utilizzati tre reagenti: il primo è 
l‟anticorpo primario specifico per l‟ antigene che deve essere 
localizzato. L‟ anticorpo secondario capace di legarsi al 
primario è un anti-rabbit coniugato con biotina. Il terzo 
elemento è un complesso di avidina coniugata con perossidasi; i 
siti liberi sulla molecola di avidina consentono il legame alla 
biotina sull‟ anticorpo secondario. L‟ enzima e quindi l‟ 
antigene originale vengono visualizzati con il cromogeno 
appropriato (figura 3.3.1). 
La forte affinità dell‟ avidina per la biotina conferisce a questo 
metodo una sensibilità maggiore rispetto a quella dei metodi 
diretti o indiretti, il vantaggio risulta evidente specialmente nei 
tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina dove può essere 
osservata una forte colorazione anche se parte dell‟ antigene è 
stato distrutto dalla fissazione e dalla processazione. 
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Ho utilizzato la 3,3 diaminobenzidina(DAB) come substrato per 
l‟ immuniperossidasi. Produce un‟ intensa colorazione marrone 
resistente all‟ alcool. I vetrini colorati con DAB possono essere 
disidratati, montati in mezzi di montaggio contenenti xilene o 
toluene e conservati a lungo, perché la reazione produce un 
precipitato di colore marrone non solubile in acqua o alcool. Il 
principale svantaggio della DAB ( un derivato della benzidina) 
è che essa è irritante ed è considerata un sospetto carcinogeno
   
Figura 3.3.1 Metodo indiretto con avidina e biotina. 
 83 
La controcolorazione utilizzata dipende dalla soluzione di 
substrato utilizzata, per la DAB i cui prodotti terminali sono 
insolubili in alcool e solventi organici, possono essere utilizzati 
coloranti alcolici. 
 
Le placche inoltre sono state valutate per la presenza di infiltrati 
infiammatori (macrofagi e T-linfociti) con reazioni 
immunoistochimiche utilizzando anticorpi monoclonali diretti 
contro gli antigeni leucocitari CD68 (per i monocito-macrofagi) 
e CD3 (per i T-linfociti), ed ancora per l‟antigene endoteliale 
CD31 per valutare la presenza di vasi neoformati o 
neoangiogenesi intraplacca (Dako).  
 
 
 
3.3.4 Protocollo immunoistochimica: 
1. Portare le sezioni all‟ acqua (xilene 10 min, alcool assoluto 10 
minuti, alcool 95%, 5 minuti  e H2O distillata 5 minuti) 
2. Marginare le sezioni. 
3. Bloccare le per ossidasi endogene con H2O2 per 15 minuti a 
temperatura ambiente. 
4. Lavaggi: 3minuti in H2O deionizzata, 3 minuti in H2O 
distillata e 3 min in PBS 1X. 
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5. Marginare e bloccare le sezioni in una soluzione di 
bloccaggio (PBS-  tween 1X 10% siero di capra già pronta 
col Kit Vectastain) per 20 minuti. 
6.  Marginiamo e incubiamo con l‟ anticorpo primario anti-
GGT 1:1600  a  4ºC over night. 
7. Lavaggi da 3 minuti in PBS tween 0,1%. 
8. Incubazione con l‟ anticorpo secondario biotinilato per 30  
minuti.      
9. Lavaggi (2 da 5 minuti in PBS-tween) 
10. Incubazione con l‟ ABC (avidina-enzima) per 30 min. 
11. Lavaggi (2 da 5 minuti in PBS-tween) 
12. Sviluppare con la DAB 
13. Controcolorare in ematossilina. 
14. Portare le sezioni al balsamo (alcool 95% 10 min, alcool    
assoluto 10 min, xilene 10 min). 
15. Montare i vetrini. 
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3.3.5 Analisi morfometrica delle placche. 
 
In 3 casi-pilota abbiamo messo a punto la metodica per l‟analisi 
morfometrica delle componenti della placca. In particolare, 
abbiamo utilizzato il software IMAGE J 
(http://imagej.nih.gov/ij/) su vetrini colorati con tricromica di 
Masson, scannerizzate ad ingrandimenti diversi (1x e 4x). Nel 
caso della scannerizzazione a 4x, le immagini sono state 
composte in un unico pannello ricostruendo l‟intera sezione 
istologica della placca. 
Finora abbiamo valutato la fattibilità dell‟indagine mediante 
uso del suddetto software, scaricabile gratuitamente dal sito 
sopra citato, ed abbiamo indagato sia l‟area totale delle sezioni 
in esame sia la area (espressa sia in pixel sia in percentuale) 
della componente fibrosa delle placche. 
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Capitolo 4 
Risultati e Discussione 
 
4.1 Analisi delle frazioni plasmatiche di GGT. 
Nelle condizioni operative definite nella sezione Materiali e 
Metodi, l‟analisi delle frazioni plasmatiche di GGT è stata 
condotta su 23 soggetti (5 donne età 71± 4 e 18 uomini età 74 ± 
9) sintomatici o asintomatici per accidenti cerebrovascolari 
come TIA – attacchi ischemici transitori- o ictus. 
L‟attività della GGT totale è in media (± dev. Std.) di 37.13 ± 
34.48 U/L perciò rientra nell‟ intervallo di riferimento per la 
GGT (0 – 50 U/L); su 23 soggetti, 7 presentavano valori di 
GGT totale oltre il limite superiore di riferimento, compresi tra 
62 e 151 U/L.  
In tutti i campioni l‟attività di GGT eluisce in un volume 
compreso tra i 10 e i 25 ml ed è stato possibile identificare 
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quattro picchi corrispondenti alle quattro frazioni di GGT 
descritte nei soggetti sani [90]: 
 
 b-GGT:  volume di eluizione 12,33 ± 0.03 ml e 
attività  5.57 ± 7.97 U/L. 
 m-GGT: volume di eluizione 16,56 ± 0.36 ml e  
attività 1.17 ± 1.11 U/L. 
 s-GGT: volume di eluizione 20.90 ± 0.29 ml e 
attività 16.81 ± 23.04 U/L.  
 f-GGT: volume di eluizione 23,14 ± 0.08 ml e  
attività  13.38  ±  5.85 U/L. 
 
Le tabelle 4.1 e 4.2 mostrano un confronto effettuato con una 
popolazione di soggetti sani costituita da donatori di sangue 
(100 uomini e 100 donne). Poiché, fisiologicamente, negli 
uomini si riscontrano livelli di GGT plasmatica più alti che 
nelle donne (intervalli di riferimento: 0-55 U/L e 0-35 U/L, 
rispettivamente) ho effettuato due confronti: uno relativo al 
gruppo degli uomini (28 soggetti con aterosclerosi, 100 
soggetti sani; tabella 4.1,figura 4.1.1) e uno al gruppo delle 
donne (9 soggetti con aterosclerosi, 100 soggetti sani; tabella 
4.2, figura 4.1.2). In particolare ho confrontato l‟attività delle 
quattro frazioni plasmatiche di GGT: b-GGT, m-GGT, s-
GGT, f-GGT e della GGT totale plasmatica.
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Come nella popolazione sana, i pazienti di sesso maschile 
hanno valori di attività di GGT plasmatica totale e delle frazioni 
più elevati rispetto ai pazienti di sesso femminile (p<0,05), 
tranne la s-GGT che non risulta significativamente diversa 
(p<0.05).  
 
Se analizziamo gli uomini, il confronto tra i soggetti con 
aterosclerosi e i soggetti sani non evidenzia differenze 
significative tra i valori di attività della GGT plasmatica totale e 
delle sue frazioni. Il confronto relativo al gruppo delle donne 
mostra, invece, una differenza significativa per la GGT totale 
plasmatica e per le frazioni plasmatiche di GGT ad eccezione 
della m-GGT. 
L‟età media dei soggetti con aterosclerosi è di 68 anni per le 
donne e 75 per gli uomini, si deve quindi sottolineare una 
differenza con l‟età media dei soggetti sani che è di 40 anni per 
le donne e di 44 per gli uomini (P<0,0001), questa quindi non 
rappresenta una popolazione ideale per il confronto in quanto i 
valori di GGT plasmatica variano con l‟ età e in particolare per 
le donne è stato osservato un aumento di GGT plasmatica dopo 
la menopausa. 
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Tabella 4.1 Attività delle frazioni di GGT nel genere 
maschile. HS: donatori di sangue, Aterosclerosi: pazienti 
sottoposti a endoarteriecotmia. 
UOMINI 
GGT-tot HS Aterosclerosi P value 
b-GGT 25,56 
(19,01-38,99) 
24,34 
(19,21-38,92) 
 
0,3415       
N.S. 
m-GGT 2,425 
(1,475-4,770) 
2,945 
(1,775-7,455) 
0,2173       
N.S. 
s-GGT 0,9900 
(0,5350-1,665) 
0,8700 
(0,5150-1,62) 
0,4260       
N.S. 
f-GGT 9,215 
(4,965-15,09) 
8,930 
(5,52-118,56) 
0,3151      N.S. 
GGT-tot 13,17 
(10,23-15,80) 
13,44 
(9,170-14,79) 
0,9462     N.S. 
I dati delle frazioni di GGT sono riportati come mediana 
(25°-75° percentile). 
  Figura 4.1.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 4.1 Attività delle frazioni di GGT nel genere 
femminile. HS: donatori di sangue, Aterosclerosi: 
pazienti sottoposti a endoarteriecotmia. 
DONNE 
 HS Aterosclerosi P value 
GGT-tot 
 
14,38 
(11,88-18,74) 
20,57 
(15,55-35,98) 
 
 
0.0001 
b-GGT 1,07 
(0,75-1,63) 
2,66 
(1,38-5,04) 
0,01 
m-GGT 0,47 
(0.32-0,64) 
0,69 
(0,26-1,4) 
N.S. 
 
s-GGT 3,92 
(2,54-6,09) 
9,42 
(4,1-16,1) 
 
0,0007 
f-GGT 8,92 
(7,05-10,5) 
10,17 
(8,52-15,75) 
0,0037 
I dati delle frazioni di GGT sono riportati come mediana 
(25°-75° percentile). 
Figura 4.1.2 
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4.2 Analisi delle frazioni di GGT nel sovranatante    
dell‟omogenato delle placche 
 
Utilizzando la stessa tecnica per la determinazione delle 
frazioni plasmatiche di GGT nel plasma ho analizzato il 
profilo di eluizione dell‟attività di GGT presente nella 
porzione solubile dell‟omogenato di placca asportate ai 
pazienti descritti nel paragrafo precedente. 
Dall‟analisi dei profili di eluizione di questi 23 soggetti ho 
potuto stimare l‟attività totale di GGT presente nella placca 
che in media risulta 9,02 ±  6,91 U/L. In tutti i campioni 
analizzati ho rilevato la presenza di un solo picco con  volume 
di eluizione di 12.24±0.03 mL (11.0 – 14.0 ml), con attività 
media di GGT paria 3,16 ± 2,77 U/L. Questo picco potrebbe 
corrispondente alla frazione b-GGT del plasma (vol el. 12,33 
± 0.03 ml). Tra 14.0 e 25.0  ml, volume di eluizione, è 
presente ancora attività di GGT che tuttavia non costituisce un 
picco definito. 
 
4.3  Confronto tra le frazioni plasmatiche ed 
intra-placca della GGT 
Ho eseguito un confronto fra l‟attività delle frazioni 
plasmatiche di GGT e l‟attività di GGT della placca. Le figure 
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qui di seguito rappresentano i profili di eluizione delle frazioni 
di GGT nel plasma (linea blu) e i profili di eluizione della 
GGT analizzata nel sovranatante delle placche (linea rosa). 
 
         
  
Figura 4.3.1  Paziente C05 
Figura 4.3.2   Paziente C07. 
 92 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3.3  Paziente C46 
Figura 4.3.4  Paziente C17 
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Dal confronto si evince che: 
 
• Il volume di eluizione di b-GGT presente nelle placca 
(12.24 ± 0.03 mL) è inferiore al volume di eluizione della 
frazione b-GGT plasmatica (12,33 ± 0.03; p<0.0001). Non 
possiamo quindi affermare con sicurezza che la b-GGT della 
placca corrisponda alla b-GGT del plasma, questa differenza 
potrebbe essere dovuta al microambiente che esiste all‟interno 
della placca dove reazioni catalizzate da agenti ossidanti o 
proteasi, portano alla formazione di aggregati macromolecolari 
che giustificherebbero l‟ aumento del peso molecolare. 
• Parte dell‟attività di GGT presente nella placca (volume di 
eluizione circa 23 ml)  potrebbe corrispondere alla frazione 
plasmatica f-GGT, costituita da proteina libera. 
 
 
4.4 Correlazione tra b-GGT della placca, GGT 
totale della placca e frazioni plasmatiche di GGT. 
 
 La figura 4.4.1 mostra l‟analisi di correlazione lineare tra la b-
GGT della placca rispetto alle frazioni plasmatiche di GGT e 
alla GGT totale.
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Dall‟ analisi si evince che in tutti i confronti il valore della 
pendenza non è significativamente diverso da 0 e osserviamo 
un valore di p non significativo, perciò non emerge alcuna 
correlazione lineare.
 b-GGT m-GGT s-GGT f-GGT GGT-tot 
Pendenza 
 
-0.28 ± 0.62 0.02 ± 0.09 -0.69 ± 1.78 0.33 ± 0.45 -0.60 ± 2.67 
Intercetta y  
 
6.47 ± 2.62 1.10 ± 0.36 19.03 ± 7.55 12.30 ± 1.90 39.06 ± 11.33 
  Valore di p        0.6531      0.7992 0.7036 0.4641   0.8256 
            Non 
significativo 
      Non 
significativo 
     Non 
significativo 
     Non 
significativo 
      Non   
significativo 
 
 
 
Figura 4.4.1 
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La figura 4.4.2 mostra l‟analisi di correlazione lineare tra la 
GGT totale  della placca e le frazioni plasmatiche di GGT e la 
GGT totale. 
 
                    
 
 
Anche in questo caso non emerge una correlazione lineare.
 b-GGT m-GGT s-GGT f-GGT GGT totale 
Pendenza -0.05 ± 0.25 0.02 ± 0.03 0.03 ± 0.71 0.18 ± 0.18 0.17 ± 1.07 
 
Intercetta 
 
6.18 ± 2.83 
 
0.97 ± 0.37 
 
16.54 ± 8.20 
 
11.72 ± 
2.03 
 
35.53 ± 12.27 
      
Valore di 
P 
0.7896 0.5338 0.9679 0.3189 0.8719 
 Non 
significativo 
Non 
significativo 
Non 
significativo 
Non 
significativo 
Non 
significativo 
Figura 4.4.2 
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4.5 Correlazione tra contenuto di colesterolo nella 
placca e attività di b-GGT nella placca. 
 
 
 
 
 
 
Dall‟analisi di correlazione lineare (figura 4.5.1) osserviamo un 
valore di pendenza positiva, il valore di p è significativo 
(0.0001), e r² è pari a 0,7881. Emerge quindi una correlazione 
lineare elevata tra il contenuto di colesterolo nella placca e 
l‟attività di b-GGT della placca. 
 
 
Pendenza 5.388 ± 0.8835 
Y-intercept 3.130 ± 2.907 
95% CI Slope 3.420 to 7.357 
95% CI Y-intercept -3.348 to 9.608 
r squared 0.7881  
 
Valore di p 0.0001 
Figura 4.5.1 Analisi di correlazione  lineare contenuto di 
colesterolo e attività di b-GGT nella placca. 
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La figura 4.4.2 mostra la correlazione tra il contenuto di 
colesterolo nella placca e l‟ attività di GGT -non –b (volume di 
eluizione 14-25 ml) 
 
 
 
 
 
Emerge anche qui una correlazione lineare significativa, ma il 
valore di r² è inferiore, ciò dimostra un‟associazione più forte 
tra il contenuto di colesterolo nella placca e l‟attività di b-GGT 
nella placca. 
 
 
Slope 2.987 ± 0.6573 
Y-intercept 1.410 ± 4.092 
95% CI Slope 1.523 to 4.452 
95% CI Y-intercept -7.708 to 10.53 
r squared 0.6738 
P value 0.011 
Figura 4.5.2 orrelazione tra il contenuto di colesterolo 
nella placca e l‟ attività di GGT -non –b. 
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4.6 Valutazione morfologica delle placche 
carotidee. 
 
Di seguito alcune immagini relative ad un esempio di placca 
instabile in un paziente sintomatico. Si tratta di una placca 
ulcerata, di tipo fibroateromasico con spiccata neoangiogenesi 
ed emorragia intra-placca. Nelle figure 4.6.1 e 4.6.2 la 
colorazione effettuata è la tricromica di Masson in cui i nuclei 
appaiono neri, il tessuto muscolare e epiteliale in rosso e il 
tessuto connettivale in blu 
Figura 4.6.1 Esempio di placca instabile, la colorazione effettuata è la 
tricromica di Masson e si osserva una placca fibroateromasica con ulcerazione e 
rottura più microtrombosi, oltre a proliferazione fibromuscolare ed emorragia 
intraplacca . 
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Con reazioni immunoistochimiche, la GGT è risultata 
localizzata soprattutto nelle placche ateromasiche e fibro-
ateromasiche, nelle stesse aree che erano ricche di macrofagi su 
sezioni adiacenti. 
La proteina GGT  risultava accumulata nel citoplasma delle 
cellule schiumose ma anche in alcuni elementi endoteliali (sia 
del rivestimento endoteliale del lume, sia di vasi neoformati 
nella placca) 
Figura 4.6.2 Particolare a maggiore ingrandimento della precedente placca 
fibroateromasica che mostra neoangiogenesi ed emorragia intraplacca. 
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Inoltre si è evidenziata immunoreattività in parte del gruel 
ateromasico; la colorazione sembrava specifica e scompariva 
nei controlli negativi (con omissione dell‟anticorpo primario). 
Di seguito sono   riportati alcuni esempi di reazioni 
immunoistochimiche in una placca fibroateromasica, ulcerata. 
 
 
 
 
La reazione immunoistochimica per GGT (figura 4.6.3) 
evidenzia la presenza di immunoreattività nel fibroateroma, sia 
nell‟ateroma sia nel lume e in vasi neoformati.
Figura 4.6.3  Reazione immunoistochimica per GGT. 
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La reazione immunoistochimica per CD31(figura 4.6.4) 
evidenzia la presenza di neoangiogenesi nella placca 
(fibroateroma). 
 
 
 
 
Figura 4.6.4 Reazione immunoistochimica per CD31 che evidenzia 
la neoangiogenesi. 
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4.7 Risultati preliminari della valutazione 
morfometrica delle placche. 
 
L‟analisi morfometrica è stata effettuata su 3 placche 
carotidee (campioni: 3376, 3807, 4717) colorate mediante 
Tricromica di Masson, al fine di valutare la componente 
fibrosa/fibrosclerotica (segnale blu). L‟analisi morfometrica è 
stata realizzata su due diversi set di immagini, acquisiste 
rispettivamente ad ingrandimanto 1x e 4x. Le immagini 1x 
sono state ottenute mediante scanner (fig 4.7.1 e 4.7.3), quelle 
ad ingrandimento 4x (fig 4.7.2 e 4.7.4) mediante acquisizione 
delle foto al microscopio e ricomposizione dell‟immagine 
(con programma Power Point). L‟ingrandimento 1x è risultato 
valido ed affidabile per valutare l‟estensione della 
componente fibrosclerotica, mentre l‟ingrandimento maggiore 
risulta più efficace per la valutazione anche di singole cellule 
o di segnali focali (es: cellule infiammatorie CD3 o CD68 
positive, singole o in piccoli gruppi, e focale immunoreattività 
per GGT) consentendo una valutazione più precisa ed 
evitando di sottostimare il segnale. 
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4.7.1 Immagine 1X, placca  carotidea (campione 3376) acquisita 
mediante scannerizzazione.  
4.7.2 Immagine 4X, placca  carotidea (campione 3376) acquisita al 
microscopio ottico mediante foto ad ingrandimento 4X e successivamente 
ricomposte. 
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4.7.3 Immagine 1X, placca  carotidea (campione 3807) acquisita 
mediante scannerizzazione.  
 
 
4.7.4 Immagine 4X, placca  carotidea (campione 3807) acquisita al 
microscopio ottico mediante foto ad ingrandimento 4X e successivamente 
ricomposte. 
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Capitolo  5 
Conclusioni 
 
Come evidenziato nell‟introduzione, di recente si è risvegliato 
un notevole interesse nei confronti della GGT poiché sono 
emerse una serie di correlazioni prognostiche tra i livelli 
sierici di questo enzima ed importanti malattie umane, in 
particolare quelle cardiovascolari e metaboliche. Il principale 
limite all‟uso in diagnostica di tali correlazioni è dato 
dall‟aspecificità di tale determinazione che è influenzata da 
numerosi fattori patologici e fisiologici (pressione arteriosa, 
glicemia, indice di massa corporea, livelli di lipidi ematici, 
attività fisica, fumo, consumo di bevande alcoliche ecc.). Tale 
aspecificità complica anche l‟interpretazione delle connessioni 
patogenetiche tra elevazione della GGT e le malattie correlate. 
Per questo motivo, lo studio delle frazioni della GGT sierica 
riveste un notevole interesse, in quanto potrebbe permettere da 
un lato di mettere in connessione le malattie sopra menzionate
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con alcune specifiche isoforme di GGT, aumentando la 
specificità e la sensibilità della determinazione, dall‟altro, in 
virtù delle diverse caratteristiche biologiche delle diverse 
isoforme potrebbe permettere una migliore comprensione su 
come ciascuna di esse partecipa alla patogenesi delle varie 
malattie. In particolare, poiché è già stato dimostrato che GGT 
cataliticamente attiva è presente all‟interno di placche 
aterosclerotiche umane, tali studi potrebbero consentire di 
chiarire i meccanismi attraverso cui una o più frazioni di GGT 
possono essere trasportate dal sangue all‟interno della placca e, 
una volta localizzate in quella sede, svolgere il loro ruolo 
proossidante e pro-infiammatorio. La messa a punto della 
metodologia per la rivelazione delle frazioni di GGT sierica 
risolve uno dei problemi principali in questo ambito, la scarsa 
sensibilità delle procedure finora utilizzate. Infatti, finora era 
possibile studiare le frazioni di GGT solo in soggetti con valori 
patologicamente elevati dell‟enzima, affetti da epatopatie, 
tumori del fegato o colestasi, mentre le correlazioni tra GGT 
serica e malattie cardiovascolari, diabete e sindrome metabolica 
sono state evidenziate solo in soggetti con valori di GGT 
all‟interno dell‟intervallo di riferimento, e quindi 
verosimilmente dotati di un diverso pattern di frazioni di GGT. 
Le quattro frazioni identificate sono state definite come big-
GGT (b-GGT, eluizione tra 10 e 13.5 ml, PM 2000 KDa),
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medium-GGT (m-GGT, eluizione tra 13.5 e 16.6 ml, PM 940 
KDa), small-GGT (s-GGT, eluizione tra 16.6 e 20,4 ml, PM 
140 KDa) e 
free-GGT (f-GGT, eluizione tra 20.4 e 25 ml, PM 70 KDa).  
I pesi molecolari della b-GGT, m-GGT, s-GGT sono 
compatibili con quelli di complessi enzima-lipoproteine, 
VLDL, LDL, HDL rispettivamente mentre quello della f-GGT 
è indicativo di una forma enzimatica libera. Il volume di 
eluizione delle singole frazioni dalla colonna non cambia 
indipendentemente dai livelli sierici di GGT ciò suggerisce un 
interazione specifica dell‟enzima con le lipoproteine piuttosto 
che un adsorbimento della GGT sulle lipoproteine circolanti. In 
conclusione, l‟analisi delle frazioni della GGT è un metodo 
riproducibile e sensibile in grado di consentire lo studio 
qualitativo e quantitativo della distribuzione dell‟attività 
enzimatica nel plasma. Questa metodologia potrà inoltre essere 
impiegata su gruppi di pazienti selezionati al fine di studiare la 
precisa correlazione tra la composizione isoenzimatica di GGT 
individuale e il suo valore clinico in precise patologie. 
 Lo studio della morfologia della placca tramite 
immunoistochimica ha finora evidenziato la presenza di GGT 
soprattutto in pazienti con maggiore estensione di placca 
ateromasica e di neoangiogenesi (è da notare che spesso sono i 
pazienti con maggiore estensione di fibroateroma e di 
neoangiogenesi/emorragia intraplacca ad essere quelli
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 clinicamente sintomatici. Gli sviluppi futuri di questo studio 
(sia mediante valutazione morfometrica, cioè quantitativa, dei 
componenti della placca e delle reazioni immunoistochimiche 
per GGT, sia mediante la ricerca di correlazioni antomo-
cliniche, cioè tra caratteristiche biochimiche-istologiche delle 
placche  e dei valori sierici e caratteristiche cliniche dei 
pazienti) dovranno quindi valutare il significato clinico della 
presenza di GGT nella placca, del suo pattern di distribuzione 
(nelle aree a maggiore densità di ateroma, quindi con macrofagi 
schiumosi e gruel ateromasico), dei suoi rapporti con flogosi 
(macrofagi e T-linfociti) e neoangiogenesi, che corrispondono a 
marcatori istologici di placca instabile/vulnerabile. 
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